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Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en pharmacologie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J 1H 5N4
Le virus de l’influenza infecte chaque année des millions d ’humains ce qui a des impacts 
pour l’économie et entraîne le décès de nombreux individus. Le virus possède une grande 
capacité d ’adaptation ce qui lui permet de revenir à chaque année sous forme de grippe 
saisonnière et occasionnellement de causer des pandémies dévastatrices. Cette capacité 
mutagène du virus est également la cause de résistance aux traitements pharmacologiques 
disponibles et encourage la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques. L ’activation de 
l’hémagglutinine du virus est une des cibles potentielles puisqu’elle permet la fusion de la 
protéine avec la membrane endosomale de l’hôte. La capacité de cliver l’hémagglutinine 
virale de certaines enzymes membres du groupe des protéases à sérine transmembranaires 
de type II (TTSP), particulièrement de la matriptase, a été explorée.
Les résultats obtenus démontrent que la matriptase et plusieurs autres enzymes du groupe 
des TTSP sont exprimées dans Tépithélium bronchique humain. La matriptase et d ’autres 
TTSP peuvent cliver des peptides correspondant aux séquences de clivage de 
l’hémagglutinine des virus de l’influenza présentement en circulation. Également, la 
matriptase clive de façon efficace des peptides correspondant aux séquences de clivage de 
l’hémagglutinine de virus de l ’influenza aviaires hautement pathogéniques. En plus d ’être 
efficace in vitro, l’enzyme possède aussi la capacité de cliver et d ’activer de façon 
protéolytique l ’hémagglutinine de virus H INI mais pas celle de virus H3N2 dans des 
modèles cellulaires d ’épithélium bronchique. La microscopie confocale a également montré 
la colocalisation du virus de l’influenza avec la matriptase dans les endosomes lors de 
l’entrée du virus dans la cellule.
L ’utilisation de la technique d ’ARN interférents contre la matriptase dans un modèle 
cellulaire a permis de réduire la réplication d ’un virus H1N1 par 1,5 log. Le fort potentiel 
thérapeutique des inhibiteurs de protéases dans le traitement de l’influenza a aussi été 
démontré par l ’utilisation de deux inhibiteurs sélectifs de la matriptase dans des modèles 
cellulaires d’infection. L ’utilisation de l ’inhibiteur IN-1 a permis de réduire de 50% la 
réplication d ’un virus H1N1 à une concentration de 5,6 pM. L ’étude démontre donc que la 
matriptase est importante à la réplication des virus du sous-type H INI et que son inhibition 
permet une réduction significative de la charge virale ce qui ouvre la porte à de nouvelles 
possibilités de thérapies pour les cas sévères d ’influenza.
Mots clés : Influenza, matriptase, hémagglutinine, TTSP
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1 . I n t r o d u c t i o n
1.1 Le virus de l ’influenza
1.1.1 Historique, symptômes et impacts
Le virus de l’influenza a été la cause de plusieurs épidémies dans l ’histoire de l ’humanité. 
Le virus cause la grippe, qui est une maladie respiratoire sérieuse qui peut causer de 
nombreuses complications pouvant mener à une hospitalisation et même la mort. Les 
dernières pandémies du virus remontent aux années 1918, 1957, 1968 et finalement 2009. 
La plus meurtrière de ces pandémies a été sans conteste la grippe espagnole de 1918 avec 
un nombre de morts estimé entre 50 et 100 millions, ce qui l’a rendue encore plus 
meurtrière que la première guerre mondiale et fait d ’elle la pire pandémie de l’histoire. 
Bien que l’influenza touche plus particulièrement les personnes âgées, le virus de 1918 était 
plus virulent chez les personnes jeunes et en santé, ce qui fait que 99% des décès rapportés 
étaient des personnes de 65 ans et moins (Kamps et al., 2006). Les épidémies de 1957 
(grippe asiatique) et de 1968 (grippe de Hong Kong) ont été moins dévastatrices, avec un 
nombre de décès estimé à environ 1 million de personnes (Kilboume, 2006). La dernière 
pandémie, en 2009, a causé la mort d ’environ 300 000 personnes, ce qui est relativement 
peu en comparaison avec les pandémies précédentes (Morens et al., 2010). Chaque année, 
le virus cause la mort d ’environ 250 000 à 500 000 personnes en plus de causer des 
symptômes sévères pour 3 à 5 millions d ’individus selon l’Organisation Mondiale de la 
Santé (OMS). De façon générale, les risques sont plus élevés pour les personnes âgées de 
65 ans et plus et pour les enfants de deux ans et moins. Les symptômes communs de la 
grippe incluent la toux, la fièvre, des frissons, un mal de gorge et un sentiment de fatigue 
(Kamps et al., 2006). D ’autres symptômes moins courants sont les douleurs musculaires et 
des nausées. Il y a aussi un risque de décès induit par une pneumonie virale ou encore par 
une infection secondaire respiratoire, particulièrement chez les patients les plus à risques. 
Les symptômes apparaissent après une période d ’incubation du virus allant de 24 à 48 
heures. (Kamps et al., 2006) L’impact économique du virus est également important. Aux 
États-Unis, seulement pour l’année 2003, l’influenza a entraîné 3,1 millions de jours 
d ’hospitalisation ainsi qu’une perte de productivité de 44 millions de jours. L ’impact
2économique total du virus pour une année aux États-Unis serait d ’environ 87,1 milliards de 
dollars (incluant les coûts médicaux et les revenus perdus) (Molinari et al. , 2007).
1.1.2 Description générale du virus
Les virus humains de Pinfluenza sont membres de la famille des Orthomyxoviridae, qui 
incluent les virus de Pinfluenza A, B et C. Les virus de type C ne sont par contre pas aussi 
répandus que les deux autres types et sont souvent ignorés d ’un point de vue 
épidémiologique. Le virus de Pinfluenza A comprend 8 segments d ’ARN viral qui codent 
pour 11 protéines. Les principaux déterminants antigéniques de Pinfluenza A et B sont 
Phémagglutinine (HA ou H) et la neuraminidase (NA ou N), deux glycoprotéines 
transmembranaires exposées à la surface du virus (Taubenberger et Morens, 2008). Ces 
protéines sont subdivisées en plusieurs sous-types; il existe 17 sous-types d ’hémagglutinine 
(H 1 -H 17). Le dernier sous-type d ’hémagglutinine (H 17) a été découvert en 2012 chez la 
chauve-souris (Tong et a i,  2012). A ce jour, seuls les sous-types H1 à H3 peuvent être 
transmissibles entre humains. Quant à elle, la neuraminidase possède 9 sous-types (N1-N9). 
La nomenclature standard d’un isolât de virus requiert : le type d’influenza (A ou B), 
l’espèce hôte (omis si le virus est humain), le site géographique où le virus a été isolé, le 
numéro de la souche, l’année d ’isolation et finalement les sous-types HA et NA entre 
parenthèses, par exemple : A/Turkey/England/1/69 (H3N2). Le virus se transmet 
généralement par goutelettes en aérosol, pour infecter la muqueuse du tractus respiratoire. 
Le virus traverse par la suite la couche de mucine pour entrer dans les cellules épithéliales 
où le virus se réplique. La réplication du virus est rapide et après environ 6 heures, les 





C om plexe polym érase 
Figure 1 : Structure interne et externe du virus de l’influenza.
Représentation de l’enveloppe du virus et de ses protéines de surfaces HA et NA ainsi que 
le canal ionique M2. Les 8 segments de l 'ARN viral (simple brin à sens négatif) et les 
complexes des ribonucléoprotéines virales sont illustrées comprenant la polymérase et la 
protéine NP en plus des segments d ’ARN viral (Adaptée de Médina et Garcia-Sastre, 
201 1).
1.1.3 Protéines virales
Tel qu ’exposé précédemment, les virus de Pinfluenza A possèdent 1 1 protéines virales 
(Fig. 1). L ’hémagglutinine (HA) et le canal ionique M2 permettent au virus d ’entrer dans la 
cellule et d ’y relâcher son matériel génétique (Kamps et al. , 2006). Les protéines PA, PB1 
ainsi que PB2 sont impliquées dans la réplication de l ’ARN viral. La neuraminidase (NA) 
ainsi que la protéine NEP permettent la sortie du virus de la cellule. Les protéines M 1 et NP 
sont des protéines structurelles et la protéine PB1-F2 est un facteur de virulence. (Medina et 
Garcia-Sastre, 2011)
L ’hémagglutinine est une glycoprotéine qui contient de 2 à 3 sites de glycosylation et qui a 
un poids moléculaire d ’environ 76 000 Da. Elle est répartie à la surface externe du virus 
(Fig. 1). L ’hémagglutinine est regroupée en trimères qui se lient aux acides sialiques 




4dans la cellule en fusionnant avec les endosomes. L’hémagglutinine doit être clivée par des 
protéases cellulaires pour être active (Dimitrov, 2004; Harrison, 2008; Gamblin et Skehel, 
2 0 1 0 ).
La neuraminidase est une autre glycoprotéine virale, qui forme des tétramères. La protéine 
est présente à la surface externe du virus et possède une petite queue cytoplasmique. La 
fonction principale de la neuraminidase est de cliver les acides sialiques attachés à 
l’hémagglutinine ou toute autre glycoprotéine du virus lors du bourgeonnement du virion à 
la surface de la cellule hôte (Ghedin et al., 2005). Il s’agit également d ’un site de 
reconnaissance antigénique du virus. La neuraminidase est la cible d ’inhibiteurs tel que 
l’oseltamivir (Ghedin et al., 2005; Kamps et a i ,  2006; Taubenberger et Morens, 2008).
Le canal ionique M2 est une autre protéine d ’intérêt du virus puisqu’elle permet 
l’acidification du virus lorsque celui-ci se retrouve dans un endosome à pH faible (Ciampor 
et a i,  1992). Les ribonucléoprotéines virales (vRNP) sont normalement attachées à la 
bicouche lipidique interne du virus via la protéine M l (Fig. 1). L ’influx de protons causé 
par l’ouverture du canal M2 relâche les ribonucléoprotéines virales et leur permet de 
diffuser dans le cytoplasme de la cellule hôte. Le canal M2 est ciblé par la famille 
d ’antiviraux adamantanes (Ciampor et al., 1992; Taubenberger et Morens, 2008; Das et al., 
2010).
La nucléoprotéine virale est située dans le complexe vRNP et encapsule les segments de 
l’ARN viral simple brin. La polymérase virale est également située dans le complexe vRNP 
(Fig. 1). Il s ’agit d ’un complexe qui comprend les protéines PA, PB1 et PB2 qui permet la 
transcription et la réplication du virus dans la cellule. Le complexe de polymérases virales 
ne comprend aucun mode de correction et fait donc des erreurs dans la transcription de 
l’ARN qui causeront un haut taux de mutation du virus. Par exemple, les mutations pour 
Pinfluenza humaine surviennent à un rythme d ’environ 5,7 substitutions/sites par année 
(Fitch et al., 1997), ce qui est semblable au taux de mutations pour l’influenza aviaire 
(Chen et Holmes, 2006). Le complexe des vRNP comprend des signaux de localisation 
nucléaire, qui permettent l’importation des vRNP au noyau cellulaire (Samji, 2009). La 
protéine NSI est une protéine de 26 000 Da qui inhibe l’exportation des molécules 
d ’ARNm contenant des queues poly(A) du noyau, ce qui donne une préférence de
5traduction à l’ARN viral (Kamps et al., 2006). La protéine NSI permet également l’évasion 
du système immunitaire inné et adaptatif par le virus (Fernandez-Sesma et al., 2006). NSI 
n ’est pas présente dans les virus sous forme de protéine, seul le segment d ’ARN codant 
pour la protéine est présent. La protéine NEP permet quant à elle l’exportation des vRNP 
hors du noyau de la cellule hôte pour permettre la formation de virions. Tout comme NSI, 
la protéine PB1-F2 n ’est pas présente dans les virus mais seulement chez les cellules 
infectées. Il s ’agit d ’un facteur de virulence du virus qui est produit par un cadre de lecture 
alternatif de la protéine PB1 et n’est pas produit par tous les virus, mais il promeut la 
mortalité cellulaire lorsque produit (Zamarin et al., 2005).
1.1.4 Infection du système respiratoire
Le système respiratoire doit fournir de l ’oxygène à l’organisme. 11 permet les échanges 
gazeux entre l’organisme et l 'environnement. L ’oxygène inspiré arrivant des voies 
supérieures jusqu’aux poumons sera transporté aux cellules. Le dioxyde de carbone, nocif 
aux cellules, sera rejeté à partir des cellules ju sq u ’aux voies respiratoires supérieures en 
passant par la circulation sanguine et les poumons (Marieb, 2012). Le système respiratoire, 
en tant qu’une des portes d ’entrée de l’organisme, est vulnérable à certains pathogènes. Le 
virus de l’influenza fait partie des pathogènes qui ont une affinité particulière pour ce 
système, spécialement les cellules épithéliales respiratoires, qui permettent sa réplication 
(Marieb, 2012). Le système respiratoire comprend plusieurs barrières pour le protéger des 
dangers. Le virus de l’influenza doit donc les déjouer pour infecter les cellules respiratoires. 
Des barrières physiques sont d ’abord en place à plusieurs niveaux. Le premier filtre se fait 
au niveau du nez à l’aide des nombreux follicules pileux dermiques. Ensuite, le système est 
tapissé de cellules ciliées et de glandes sécrétant le mucus. Le mucus capte les particules 
présentes dans l ’air pour permettre leur expulsion par transport ciliaire ou par la toux 
(Thornton et al., 2008). Le mucus est par contre plus qu’une simple barrière physique 
puisqu’il contient des enzymes antibactériennes et des inhibiteurs de protéases, qui 
protègent l’organisme de divers pathogènes. Dans les alvéoles, le manque de mucus et de 
cellules ciliées est compensé par la présence de macrophages alvéolaires, chargés de 
détruire les particules étrangères (Thornton et al., 2008).
6Le virus de l’influenza doit donc réussir à passer ces obstacles pour parvenir aux cellules. 
Un être humain moyen au repos inspire environ 6 litres d ’air par minute et dispose de 80 à 
120 m2 de surface alvéolaire, ce qui représente une grande surface de contact pour le virus 
(Marieb, 2012). Pour pouvoir infecter les cellules épithéliales respiratoires, le virus de 
Pinfluenza utilise des récepteurs de l’hémagglutinine virale. Ce sont des oligosaccharides 
glycosylés se terminant par des résidus acides sialiques (AS), qui sont des modifications 
post-traductionnelles. Ces résidus AS sont liés aux oligosaccharides par des liaisons a2,3, 
a 2,6 ou a 2,8 par des sialyltransférases cellulaires, qui sont différentiellement exprimées 
selon le type cellulaire et l’espèce en question. Cette différence d ’expression des 
sialyltransférases se reflète dans les préférences de liaison des différentes souches 
d ’influenza (Gagneux et a i ,  2003). Par exemple, les virus d ’origine aviaire se lient 
préférentiellement aux récepteurs exprimant les liaisons au galactose Neu5Aca2,3Gal. 
L ’acide N-acetylneuraminique (Neu5A) est l’acide sialique prédominant chez les cellules 
de mammifères. Les virus d ’origine humaine se lient de façon préférentielle aux liaisons 
Neu5Aa2,6Gal, Egalement, les virus d ’origine humaine ciblent habituellement les régions 
supérieures du système respiratoire, alors que les virus d ’origine aviaire ciblent davantage 
les voies inférieures (Harduin-Lepers et a i ,  2005; Ibricevic et a i ,  2006; Nicholls et a i, 
2007). Les cellules épithéliales du système respiratoire humain expriment en majorité la 
configuration a2,6 alors que la configuration a2,3 est retrouvée principalement dans le 
tractus gastro-intestinal aviaire (Gagneux et a i ,  2003; Nicholls et a i,  2008). Ces acides 
sialiques sont reconnus par l ’hémagglutinine du virus, plus spécifiquement la sous-unité 
HAÏ de la protéine, qui constitue la tête de la protéine. C ’est cette sous-unité qui dicte donc 
quels seront les acides sialiques reconnus par le virus. Le porc a longtemps été considéré 
comme un hôte intéressant pour le virus de Pinfluenza étant donné qu’il possède à la fois 
des acides sialiques a2,6 et a2,3, ce qui le rendrait idéal comme espèce intermédiaire entre 
l’aviaire et l ’humain et le rendrait propice aux recombinaisons entre virus (Nicholls et al., 
2007). Par contre, il a récemment été prouvé que les porcs ne sont pas plus susceptibles que 
les humains à une infection par les virus de types aviaires (Van Poucke et a i,  2010).
Les virus aviaires H5N1 hautement pathogéniques peuvent infecter l’Homme mais aucune 
transmission entre humains n ’est présentement possible. Par contre, les virus H5N1 sont en 
mesure de muter pour devenir transmissibles entre furets par voie d ’aérosols en quelques
7mutations. Ces mutations sont particulièrement localisées dans l’hémagglutinine (4 
substitutions) et dans la protéine PB2 (1 substitution) (Imai et al., 2012). Par contre, il n ’y a 
eu aucune mortalité des furets infectés avec le virus H5N1 muté, ce qui laisse supposer que 
le virus a perdu de la virulence pour faire le saut entre espèces. Néanmoins, ces expériences 
démontrent le risque potentiel de pandémie d ’influenza aviaire chez l’humain (Herfst et al., 
2012; Imai et al., 2012; Russell et al., 2012).
1.2 Cycle réplicatif du virus
Le cycle réplicatif du virus dans les cellules épithéliales pulmonaires peut être divisé en 
quelques phases : l’entrée du virus dans la cellule, la relâche des vRNP dans la cellule et la 
transcription et réplication du génome viral, l’exportation des vRNP du noyau et finalement 
l’assemblage et le bourgeonnement du virus (Fig. 2)
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Figure 2 : Cycle réplicatif complet du virus dans une cellule épithéliale et étapes inhibées 
par les traitements antiviraux actuels.
Le virus adhère aux acides sialiques cellulaires, est internalisé et fusionne avec la 
membrane endosomale. Les vRNP sont ensuite relâchés par l’action du canal M2, qui est 
bloqué par les adamantanes. Les vRNP sont importés au noyau et de l’ARNm  viral est 
synthétisé à partir de l’ARNv. L’ARNv est également répliqué via ADNc pour former de 
nouveaux vRNP. Les nouvelles protéines virales sont synthétisées dans le cytoplasme et les 
vRNP sont importés au cytoplasme. Les protéines virales nouvellement synthétisées se 
retrouvent à la surface apicale cellulaire et les vRNP sont recrutées dans le bourgeonnement 
viral. Le virus est ensuite relâché de la cellule par l’action sialidase de la neuraminidase 
(Adaptée de Min et Subbarao, 2010).
1.2.1 Entrée du virus dans la cellule
L ’étape de l’entrée dans la cellule repose en grande partie sur l’action de l’hémagglutinine 
virale. L ’hémagglutinine est d ’abord synthétisée sous forme de la proprotéine HAO qui doit
9être clivée par une protéase cellulaire pour libérer deux sous-unités (HAÏ et HA2) qui 
restent en contact grâce à un pont disulfure (Skehel et Wiley, 2000). La liaison aux acides 
sialiques cellulaires se fait par la sous-unité HAÏ (Fig. 3). La sous-unité HA2 comprend 
quant à elle le peptide de fusion. Une fois le virus adsorbé sur la cellule, il y a endocytose. 
L’endocytose peut être effectuée à la fois par des mécanismes médiés par la clathrine, la 
cavéoline ou encore par des voies indépendantes de la clathrine et de la cavéoline 
(Sieczkarski et Whittaker, 2002; Lakadamyali et al., 2004). Le virus se retrouve par la suite 
dans un endosome et l’activation de pompes V-ATPase acidifie l ’endosome. C ’est ce pH 
faible d ’environ 5 à 6 qui induit la fusion de l’hémagglutinine du virus avec la membrane 
endosomale. En effet, si le précurseur HA0 est clivé et que celui-ci se retrouve à bas pH, la 
conformation de la protéine change ce qui permettra l ’exposition du peptide de fusion et 
son insertion dans la membrane endosomale. Les membranes du virus et de l’endosome 
seront donc mises en contact (Harrison, 2008; Gamblin et Skehel, 2010). Le contact entre 
les deux membranes formera des pores de fusion, qui permettent aux vRNP de diffuser 
dans le cytoplasme. Le pH faible de l ’endosome est également important pour l’ouverture 
du canal ionique M2. Le canal M2 est une protéine transmembranaire de type III qui forme 
des tétramères, qui s’assemblent en un canal sélectif pour les protons (Takeda et a i,  2002). 
Les protons acidifient la capsule virale, ce qui détache les vR N P de  la protéine M l ,  située à 







Figure 3 : Fusion de l’hémagglutinine avec la membrane endosomale.
Séquence des événements menant à la fusion des membranes virales et endosomales. 
L ’hémagglutinine (a) est représentée en conformation pré-fusion. Lors de l ’acidification de 
l ’endosome, l’hémagglutinine adopte la conformation d ’intermédiaire étendu (b). Cet 
intermédiaire s’effondre par la suite (c) et cause le rapprochement des membranes pour 
arriver à l’étape d ’hémifusion (d). Un réarrangement de l ’hémagglutinine permet ensuite de 
former un pore de fusion (e) (Adaptée de Harrison, 2008).
1.2.2 Entrée des vRNP au noyau
Une fois dans le cytoplasme, les vRNP doivent se rendre au noyau pour pouvoir effectuer 
la réplication du virus. Les protéines qui composent les vRNP (NP, PA, PB1 et PB2) 
possèdent toutes un signal de localisation nucléaire. Parmi les signaux connus, celui qui 
serait le plus important pour la localisation au noyau reste à déterminer. Les différentes 
protéines sont importées au noyau de façon séparée. PB1 et PA sont importés au noyau en 
un seul complexe par un membre de la famille des importines P (Huet et al., 2010). La 
protéine PB2 entre, quant à elle, séparément au noyau par la voie canonique importine 
a/importine P (Tarendeau et al., 2007; Huet et a i ,  2010). Les vRNP entrent donc au noyau 
par les complexes de ports nucléaires, par diffusion facilitée, ce qui nécessite l ’utilisation 
de GTP (Wu et al., 2007).
1.2.3 Transcription et réplication du génome viral
La première étape pour le virus est de convertir son ARN à sens négatif en ARN à sens 
positif pour s’en servir comme modèle pour la production d ’ARN viral étant donné que 
l’ARN viral (ARNv) ne peut être répliqué directement (Fig. 2). La réplication est donc 
initiée par le complexe d ’ARN polymérases dépendantes de l’ARN du virus pour former de 
l ’ARN complémentaire (ARNc) qui sera la version à sens positif de l ’ARNv (Kamps et al.,
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2006). Cet ARNc peut par la suite être utilisé par la polymérase pour produire de 
nombreuses copies du génome viral (sens négatif) qui pourront être exportées pour la 
création de virions. Dans la deuxième étape, l’ARN polymérase produit ensuite des ARNm 
codant pour les protéines virales en transcrivant les multiples copies de chaque segment 
d ’ARNv disponibles. L’ARN messager produit est doté d ’une queue polyadénylée mais ne 
possède pas la coiffe normalement retrouvée chez les ARNm cellulaires. Les pré-ARNm 
cellulaires n ’appartenant pas au virus se retrouvent confinés au noyau par la protéine NSI 
(Boivin et al., 2010). Le virus utilise donc son complexe PA-PB1-PB2 pour subtiliser la 
coiffe d ’un des pré-ARNm cellulaires et commencer la transcription d’un ARNv à la suite 
de la coiffe pour créer un ARNm chimérique (Fig. 4). Cet ARNm est par la suite exporté du 
noyau et traduit par la machinerie cellulaire pour produire les protéines virales (Shimizu et 
al., 1999; Boivin et a i,  2010). Une partie des protéines virales nouvellement synthétisées 
seront transportées au noyau pour se lier à l’ARNv et former les vRNP (Kamps et al.,
2006).
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Figure 4 : Vol de la coiffe d ’ARNm par le complexe polymérase.
La formation des ARNm chimériques viraux se fait par le vol de la coiffe d ’un pré-ARNm 
de la cellule hôte par le complexe polymérase. L ’ARNm viral peut ensuite être traduit au 
cytoplasme pour produire les protéines virales (Adaptée de Boivin et al., 2010).
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1.2.4 Exportation des vRNP à partir du noyau
Seuls les vRNP à sens négatifs seront exportés du noyau par des pores nucléaires (Shapiro 
et a i,  1987; Whittaker, 2001). La sortie des vRNP du noyau reste un élément encore mal 
connu du cycle de vie du virus mais est souvent décrite comme utilisant la voie 
CRMl/exportine 1 et la protéine NEP (Read et Digard, 2010). L ’exportation pourrait être 
effectuée par un processus indépendant de la voie CRM1 et avec l’aide de la protéine NSI 
(Wang et al., 2008; Boivin et al., 2010). La protéine NP se localise préférentiellement du 
côté apical du noyau cellulaire et la sortie du virus de la cellule sera également polarisée et 
favorise le côté apical de la cellule (Elton et al., 2005).
1.2.5 Assemblage du virus et bourgeonnement à la surface cellulaire
Les protéines nouvellement synthétisées du virus sont modifiées dans le réticulum 
endoplasmique et dans l’appareil de Golgi pour être notamment glycosylées. Les protéines 
NA et HA se retrouvent ensuite à la membrane apicale de la cellule dans les radeaux 
lipidiques (Min et Subbarao, 2010). L ’accumulation de ces protéines à la surface de la 
cellule initie le processus de bourgeonnement du virus. La protéine Ml et les vRNP qui y 
sont liés sont incorporés à la structure du virion qui poursuit son bourgeonnement. 
Finalement, les protéines NA du virus relâchent le virus de la cellule en clivant les acides 
sialiques reliés aux HA (Fig. 2) (Nayak et al., 2009; Samji, 2009; Rossman et Lamb, 201 1). 
Les virions émergent des cellules infectées en aussi peu que six heures après l ’entrée 
initiale du virus (Kamps et a i,  2006).
1.3 M utagénèse du virus
Le virus de Pinfluenza possède une capacité de mutagénèse et de recombinaison très 
rapide, grâce à sa polymérase. La fiabilité de la polymérase du virus est faible et elle ne 
possède aucun moyen de corriger les erreurs ce qui cause environ une mutation par 
réplication du génome du virus (Drake et Holland, 1999; Boivin et al., 2010). Cette 
capacité de mutation rapide du virus lui apporte une possibilité d ’évasion du système 
immunitaire. Plusieurs virus non-infectieux ou atténués sont ainsi produits mais un système 
induisant une pression sélective sur le virus (telle qu’appliquée par des anticorps par
13
exemple), peut mener à une nouvelle variante du virus qui échappera au système 
immunitaire (Schmolke et Garcia-Sastre, 2010). Le virus peut muter de deux façons 
distinctes : la dérive antigénique et le saut antigénique. La dérive se produit par 
accumulation de mutations ponctuelles tandis que le saut antigénique se produit par 
recombinaison de gènes (Zambon, 1999; Hilleman, 2002; Schmolke et Garcia-Sastre, 
2 0 1 0 ).
1.3.1 Dérive antigénique
La dérive antigénique se fait par accumulation des mutations ponctuelles durant sa 
propagation dans l’espèce causée par les erreurs de la polymérase du virus. Les mutations 
se font principalement au niveau des protéines de surface, qui sont les principaux éléments 
ciblés par les anticorps et le système immunitaire. Les HA et NA mutent donc 
progressivement au niveau de l’ARNv, jusqu’à ce que ces protéines deviennent assez 
différentes pour pouvoir éviter la reconnaissance par les anticorps de l’hôte (Layne et al., 
2009). Ce mécanisme permet donc au virus de réinfecter une personne quelques années 
après que celle-ci ait été infectée avec la souche précédente du virus et permet au virus de 
rester en circulation (Andreasen, 2003).
1.3.2 Saut antigénique
Le saut antigénique est moins fréquent que la dérive antigénique mais peut créer des 
nouvelles souches beaucoup plus virulentes. Le saut est caractérisé par la recombinaison de 
gènes de deux virus différents pour créer un nouveau virus possédant des caractéristiques 
des deux virus initiaux. Les deux virus peuvent provenir de sous-types différents et d ’hôtes 
différents (Nelson et al., 2008). Les recombinaisons se situent le plus souvent dans les 
protéines HA et NA du virus. Le virus créé est donc un virus différent des deux premiers et 
qui a le potentiel de causer des pandémies ou épidémies, ce qui s ’est produit en 1957, 1968 
et 2009 lors de l ’acquisition de nouveaux gènes de virus zoonotique par un virus humain 
(Nelson et a i ,  2008). Lors de la pandémie H INI de 2009, le virus était une recombinaison 
de virus porcin H INI, aviaire nord-américain, humain H3N2 et porcin H1N1 eurasien 
semblable aux virus aviaires (Neumann et al., 2009). Le virus recombiné final était donc de 
souche H1N1 possédant les protéines PB2 et PA aviaires, PB1 du virus humain H3N2, HA,
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NP et NS provenant des virus porcins classiques et les segments NA et M des virus porcins 
eurasiens. Un virus similaire au virus H INI pandémique de 1918 a été établi chez les 
cochons et s’est propagé jusque dans les années 1990 où des virus porcins triplement 
recombinés se sont propagés chez le cochon. Ces virus porcins ont participé à la 
recombinaison génétique pour finalement former le virus pandémique de 2009 (Medina et 
Garcia-Sastre, 201 1). Lors d ’un saut antigénique, la pandémie qui peut en découler est 
habituellement suivie par l'introduction du sous-type de virus pandémique en tant que virus 
de la grippe saisonnière. Par exemple, H2 a supplanté H1 en 1957 et H2 a par la suite été 
remplacé par H3 pour la grippe saisonnière en 1968. L ’arrivée de la pandémie de 2009 a 
subséquemment réintroduit H 1 en tant que sous-type dominant pour la grippe saisonnière 
(Kilbourne, 2006; Wilks et al., 2012).
1.4 Traitements antiviraux
Lorsque les défenses innées de l’hôte ne suffisent pas à la tâche, certains types de 
traitement sont disponibles pour contrer le virus de la grippe. De plus, la vaccination fournit 
un moyen de prévention efficace, pourvu que les souches en circulation aient été prédites 
correctement (Kamps et a i,  2006).
1.4.1 Les antiviraux
La plupart des patients atteints d'influenza n ’auront pas besoin d ’un traitement spécifique à 
Pinfluenza et ne feront que traiter leurs symptômes. Les personnes âgées sont par contre un 
groupe particulièrement à risque où une pharmacothérapie spécifique au virus peut être une 
bonne option. Jusqu'à présent, seules deux classes d ’antiviraux (4 antiviraux au total) ont 
été approuvées pour le traitement de Pinfluenza. La première classe comprend les 
inhibiteurs de la neuraminidase, qui incluent Poseltamivir (Tamiflu©) et le zanamivir 
(Relenza®) et ont été introduits en 1999 et 2000. Ils sont efficaces contre les virus de 
Pinfluenza A et B (Aoki et a i, 2003). Ils interfèrent avec la fonction normale de la 
neuraminidase virale en imitant les acides sialiques, qui sont les substrats naturels de la 
neuraminidase et sont donc des inhibiteurs compétitifs de la neuraminidase (Gong et al.,
2007). Lorsqu’ils sont exposés aux inhibiteurs, les virions forment des agrégats de virus à 
la surface de la cellule hôte sans pouvoir s ’en libérer et ainsi limiter la portée de l’infection
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(McNicholl et McNicholl, 2001). Les inhibiteurs de la neuraminidase s ’avèrent efficaces 
s’il sont pris dans les 36 à 48 heures suite à l’apparition des symptômes grippaux et ils 
peuvent réduire la durée de ces symptômes de un à trois jours si la prise de l’inhibiteur se 
fait assez tôt (Whitley et a i ,  2001; Aoki et a i ,  2003; Cooper et a i,  2003; Kawai et a i,  
2005; De Clercq, 2006; Monto, 2008). L ’oseltamivir est administré par voie orale tandis 
que le zanamivir est administré par inhalation. Les effets secondaires de l’oseltamivir sont 
rares (environ 4%) (Bowles et a i ,  2002). De plus, sa facilité d ’administration en fait le 
médicament de choix actuellement pour le traitement de la grippe. L ’oseltamivir peut 
également être utilisé en prophylaxie et peut diminuer les risques de contracter l’influenza 
de 60 à 90% (Cooper et al., 2003). Malheureusement, certains virus du sous-type H1N1 
sont devenus résistants à l’oseltamivir en 2008, avant l ’apparition de la souche pandémique 
(Cheng et a i,  2010). La résistance à l’oseltamivir a également été répertoriée 
sporadiquement pour le virus pandémique de 2009. Présentement, plus de 99% des virus en 
circulation restent sensibles aux inhibiteurs de la neuraminidase (Thorlund et a i ,  201 1).
La deuxième classe d'antiviraux reconnue est la famille des adamantanes. Deux composés 
en font partie, l’amantadine et la rimantadine et ce sont des inhibiteurs du canal ionique 
viral M2. Leur efficacité a été établie pour la première fois dans les années 1960 et ils ne 
sont actifs que sur l’influenza A. Les composés empêchent l ’action du canal M2 et donc 
préviennent l’acidification du virus nécessaire pour libérer les vRNP dans la cellule 
(Takeda et al., 2002). Les deux composés sont efficaces si le traitement est débuté pendant 
les premières 24 heures des symptômes. Les adamantanes occasionnent cependant des 
effets secondaires gastro-intestinaux ainsi qu ’au système nerveux central, qui peuvent être 
attribués aux propriétés anticholinergiques du médicament (Keyser et a i,  2000). De plus, 
des mutations ponctuelles dans la région transmembranaire du canal M2 peuvent entraîner 
la résistance aux adamantanes (Hay et a i,  1985). Les mutants n ’entraînent pas de baisse de 
transmissibilité ou de virulence et donc une majorité des souches de virus H INI et H3N2 
ont déjà développé une résistance par changement des acides aminés exposés dans le canal 
M2 (Deyde et a i,  2007). Ainsi, les inhibiteurs de la famille des adamantanes ne sont pas 
recommandés comme traitement de Pinfluenza saisonnière.
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1.4.2 Les vaccins
Les vaccins contre l’influenza permettent au corps de développer une protection contre une 
souche spécifique en stimulant une réponse immune adaptative et donc de reconnaître le 
pathogène s ’il est rencontré subséquemment. Puisque le virus a une capacité de mutation 
rapide, le vaccin contre Pinfluenza est renouvelé à chaque année et est trivalent. Deux types 
de vaccins sont disponibles soit le vaccin antigrippal inactivé (TIV) et le vaccin de souches 
virales atténuées (LAIV) (Gomez Lorenzo et Fenton, 2013). Chaque année, trois souches 
de virus sont sélectionnées pour faire partie des vaccins produits. II s ’agit normalement 
d ’une souche H1N1, une souche H3N2 et d ’une souche d ’influenza B (PHAC, 2012). 
L ’OMS s ’occupe de recommander les souches pour les vaccins de chaque hémisphère, 
selon les caractéristiques présentes et émergentes du virus. Pour l’année 2012-2013, l ’OMS 
recommandait d ’intégrer au vaccin un analogue du virus A/California/7/2009(H 1 N 1 ), le 
virus A/Victoria/361/2 0 11(H3N2) et un analogue du virus B/Wisconsin/1/2010 (OMS, 
2012). Le comité consultatif national de l’immunisation (CCN1), qui avise l’agence de 
santé publique du Canada (PHAC), recommande que toutes les personnes âgées de 2 à 64 
ans soient encouragées à recevoir le vaccin annuel contre Pinfluenza et que les enfants âgés 
de 6 à 24 mois et les personnes habitant avec eux soient considérés comme des cibles de 
haute priorité pour la vaccination (PHAC, 2012).
Les vaccins de type TIV sont produits par plusieurs compagnies (7 vaccins sont approuvés 
pour la grippe saisonnière) mais contiennent tous des souches de virus équivalentes et sont 
destinés à un usage intramusculaire. Ces vaccins peuvent être efficaces même si la souche 
utilisée est différente de celle en circulation mais leur efficacité en sera grandement 
diminuée (Tamura et al., 2005). Un seul vaccin LAIV est approuvé pour la grippe 
saisonnière 2011-2012 et il est destiné à un usage intranasal. Ce type de vaccin est très 
efficace pour générer une immunité adaptative (Ambrose et al., 2008). Un des dangers 
potentiels de ce type de type de vaccin est cependant la possibilité d’une mutation qui 
rétablirait la virulence du virus lors de l ’infection dans l ’hôte, l’infectant alors avec le virus.
Les divers types de vaccins contre l ’influenza sont généralement très efficaces et offriront 
une protection contre les différents virus chez 80 à 100% des personnes en santé ayant été 
vaccinées (Kamps et al., 2006). De plus, les vaccins sont très sécuritaires puisque l’effet
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secondaire considéré comme étant le plus dangereux, le syndrome de Guillain-Barré, est 
très rare avec environ 1,7 cas par 1 000 000 de vaccins pour l ’année 1993-1994 (Haber et 
al., 2004). L ’incidence du syndrome suivant l ’administration du vaccin de 2009 au Québec 
a été de 2,3 par million de vaccins (De Wals et al., 2012). Par contre, le désavantage 
évident des vaccins est le fait que leur protection se limite principalement à la souche 
présente dans le vaccin. Ils sont donc efficaces pour la grippe saisonnière mais la 
production est problématique dans les cas de pandémies. Entre le temps où la pandémie est 
déclarée et le temps où les vaccins deviennent disponibles, plusieurs mois s’écoulent. C ’est 
pour cette raison que d ’autres approches telles que les inhibiteurs de la neuraminidase et les 
inhibiteurs de protéases sont utilisées ou en cours de développement (Ovcharenko et 
Zhimov, 1994; Smith et al., 2011). Également, la capacité mondiale de production de 
vaccins trivalents contre Pinfluenza est d ’environ 800 millions de doses par année; l’OMS 
désire augmenter ce nombre à 1,7 milliards de doses d ’ici 2015 (Friede et al., 201 1; OMS, 
2012). Une autre option intéressante serait d ’avoir un vaccin contre l’influenza qui serait 
universel. Plusieurs études portent sur l’utilisation de peptides basés sur la partie conservée 
de la tige de l’hémagglutinine (HA2), qui peuvent protéger les souris contre plusieurs sous- 
types de virus différents (Eckert et Kay, 2010; Steel et al., 2010; Wang et al., 2010).
1.5 L ’hémagglutinine virale
Tel que mentionné précédemment, l’hémagglutinine virale est la protéine virale utilisée 
pour l’entrée dans la cellule. L’hémagglutinine est divisée en deux sous-unités, HAÏ et 
HA2, ces deux sous-unités sont séparées par une séquence de clivage reconnue par 
certaines protéases de l’hôte (Fig. 5) (Gamblin et Skehel, 2010).
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Figure 5 : Représentation schématique de la protéine HA complète.
La protéine précurseur HAO possède les deux sous-unités HAÏ et HA2. La sous-unité HAÏ 
est la sous-unité qui se lie aux acides sialiques cellulaires tandis que la sous-unité HA2 
possède un groupement transmembranaire. Le peptide de fusion se retrouve dans la sous- 
unité HA2 et est précédé d ’une séquence de clivage propre au type d ’hémagglutinine virale. 
Une fois clivées, les deux sous-unités de la protéine restent en contact grâce au pont 
disulfure présent entre la cystéine 14 et la cystéine 137 (Adaptée de Das et al., 2010).
1.5.1 Familles d ’hémagglutinine
Présentement, 17 types d ’hémagglutinine ont été découverts (H1-H17). Ces 17 types 
peuvent être séparés en deux groupes en fonction de la similarité des séquences (Nobusawa 
et a i,  1991; Gamblin et Skehel, 2010). Les séquences des 17 types d ’hémagglutinine 
varient grandement mais il y a également une variation, plus faible, entre les virus d ’un 
même sous-type, attribuable à la dérive antigénique (Air, 1981). Bien qu ’il existe 17 types 
d ’hémagglutinine, seul les sous-types H l ,  H2 et H3 se transmettent d ’humain à humain. 
Tous les sous-types, excepté H 17 qui n ’a été détecté que chez la chauve-souris, peuvent 
infecter les oiseaux sauvages et le font habituellement sans symptômes apparents, il s ’agit 
alors de virus de l ’influenza aviaire de faible pathogénicité (LPAIV). Cependant, des 
mutations dans les sous-types H5 et H7 peuvent conférer une virulence plus élevée à ces 
virus et les rendre hautement pathogéniques pour les oiseaux et devenant ainsi des virus de 
l’influenza aviaire de forte pathogénicité (HPAIV) (Kamps et al., 2006).
1.5.2 Sites de clivages
Les sites de clivages de l ’hémagglutinine varient peu selon le sous-type d ’hémagglutinine 
mais sont très variables entre les différents sous-types (Tableau 1). Le clivage s ’effectue 
normalement après l’arginine 329 de l’hémagglutinine. Les sites de clivage des virus de
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l’influenza humaine et des virus LPAIV possèdent des séquences de clivage dites 
monobasiques, étant donné qu’ils ne possèdent habituellement q u ’un acide aminé basique, 
selon la séquence XXXR. Les séquences de clivage des virus aviaires HPAIV sont 
différentes car elles possèdent plusieurs acides aminés basiques, habituellement selon la 
séquence RXXR (Wood et a i,  1993; Kido et al., 2012).
Tableau 1 : Liste des diverses séquences consensus de clivage de HA
Sous-types de HA Séquences de clivage
H1 IQ S R |G L F G A IA 1G F
H2 lE S R jG L F G A IA IG F
H3 K Q T R jG L F G A IA IG F
HS LPA IV r e t r i g l f g a i a i g f
H7 LPA IV P K P R IG L F G A IA IG F
115 H P A IV R K K R jG L F G A IA IG F
H7 H P A IV R R R R jG L F G A lA IG F
Les sites de clivages pour les virus hautement pathogéniques sont habituellement plus 
variables que les sites de clivage des virus humains et LPAIV étant donné qu ’ils changent à 
chaque nouvelle éruption des virus HPAIV (Belser et a i ,  2009).
1.5.3 Influenza aviaire
Tous les sous-types d ’influenza, excepté H 17, ont été détectés chez les oiseaux. La 
préférence de ces virus pour la liaison aux acides sialiques a2,3 est la raison pour laquelle 
ils restent confinés aux espèces aviaires. Par contre, la mutation d ’un virus aviaire qui 
s ’adapterait à l’espèce humaine pourrait causer une pandémie telle que celle de 1918 
(Belser et al., 2009). Le virus de l ’influenza aviaire s ’attaque habituellement au tractus 
gastro-intestinal des oiseaux sauvages et ne cause pas ou peu de symptômes. Par contre, 
lorsque ces virus infectent la volaille ils peuvent causer des éclosions d ’infections sérieuses. 
Les virus LPAIV peuvent causer des infections sérieuses à la volaille mais celles-ci ne sont 
habituellement pas associées à une forte mortalité. Par contre, lors des infections avec des 
virus HPAIV, le pourcentage de mortalité peut augmenter ju squ ’à 100% en 48 heures
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(Alexander, 2007). Bien que l ’humain ne soit pas l’hôte de choix des virus de l’influenza 
aviaire, il est tout de même possible q u ’un être humain en contact avec la volaille soit 
infecté. On note d ’ailleurs plusieurs infections humaines de virus H5 ainsi que H7 aviaires 
(Alexander, 2000; Ligon, 2005; Belser et al., 2009). Aux États-Unis seulement, de 1997 à 
2005, il y a eu 16 éclosions de virus aviaires de faible pathogénicité (H5 et H7) et une 
éclosion de HPAIV H5N2 en 2004 dans la volaille, qui était la première éclosion d ’un virus 
HPAIV aux États-Unis en 20 ans. Lors d ’une éclosion, l’abattage de la volaille est la 
méthode utilisée pour éviter la propagation du virus. La plus grave éclosion de virus de 
type H7 a été détectée en 2003 aux Pays-Bas dans des fermes de volailles commerciales et 
cette éclosion a mené à l’abattage de plus de 30 millions d ’oiseaux (Koopmans et a i,  
2004). Des quelques humains qui ont été infectés par l’influenza aviaire H5 ou H7, 
plusieurs sont décédés de symptômes respiratoires sévères (de Jong et al., 1997). Les autres 
personnes infectées ont souffert de symptômes typiques de l’influenza et de conjonctivites 
(Fouchier et a i ,  2004).
Les sites de clivage de l ’hémagglutinine des virus HPAIV sont différents des sites LPAIV 
et des sites de clivages des virus humains. Il est bien connu que ces virus sont clivés par des 
protéases cellulaires différentes de celles utilisées habituellement par le virus (Stieneke- 
Grober et a i,  1992; Steinhauer, 1999). Les nombreux acides aminés basiques situés au site 
de clivage du virus en font une cible de choix pour les endoprotéases semblables à la 
subtilisine et qui ont une séquence minimale de clivage consensus —R-X-K/R-R. La furine 
et les proprotéines-convertases sont des enzymes de ce type dont l’activité de clivage des 
virus aviaires hautement pathogéniques a été démontrée à multiples reprises (Stieneke- 
Grober et al., 1992; Horimoto et al., 1994; Rott et al., 1995; Basak et a i ,  2001). Grâce à 
l’ubiquité de la distribution de la furine, les virus HPAIV peuvent se répliquer dans de 
nombreux types cellulaires et se répliquent de façon systémique (Zambon, 1999). Étant 
donné la localisation cellulaire de la furine dans l’appareil de Golgi, les HA des virus 
HPAIV sont probablement clivés de façon intracellulaire (Shapiro et a i,  1997). Cependant, 
la seule mutation de la séquence de clivage de l ’hémagglutinine en séquence polybasique 
ne transforme pas automatiquement un virus LPAIV en virus HPAIV (Stech et al., 2009). 
Heureusement, les éclosions de virus HPAIV sont plutôt rares et seulement 24 éclosions de 
ces virus ont été répertoriées depuis les 50 dernières années.
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Les virus du type H5 et H7 sont souvent pressentis pour causer la prochaine pandémie 
meurtrière d ’influenza. Par exemple les virus aviaires nord-américains de type H7 sont 
partiellement en mesure de se lier aux acides sialiques a2,6, qui sont présents en majorité 
dans les voies respiratoires humaines et auxquels les virus d ’influenza humains se lient 
(Belser et al., 2008). Etant donné qu’un des facteurs de transmission important du virus 
chez l’humain est la capacité de celui-ci de s ’attacher aux acides sialiques des voies 
respiratoires supérieures, des mutations du virus pour améliorer son affinité pour les acides 
sialiques a2,6 pourraient permettre au virus de se propager plus efficacement de l ’oiseau à 
l’homme et même entre humains (Nicholls et al., 2007). Les virus aviaires ont également 
une préférence différente dans l’infection de cellules par rapport à l’influenza humaine : les 
virus humains semblent infecter majoritairement des cellules non ciliées alors que les virus 
aviaires infectent préférablement les cellules ciliées (Matrosovich et al., 2004). Les virus du 
sous-type H5N1 sont également considérés comme des menaces majeures de pandémies 
étant donné les éclosions fréquentes de ces virus dans la volaille (Ligon, 2005; Belser et al., 
2009). Plus de 400 cas d ’infection par le sous-type H5 ont été rapportés depuis 1997 et tous 
ces cas fon t  été par des virus ayant la neuraminidase NI (Abdel-Ghafar et a i ,  2008). Les 
virus de l ’influenza aviaires restent donc sous surveillance constante étant donné leur 
potentiel de mutation élevé en virus pandémique.
1.6 Le clivage de l ’hémagglutinine
Le clivage de l’hémagglutinine virale est une des cibles thérapeutiques potentielles étant 
donné que si ce clivage n ’est pas effectué, les virus seront endocytés mais ne pourront pas 
pénétrer dans la cellule hôte (Bullough et al., 1994; Sollner, 2004). De plus, ce clivage est 
effectué par des protéases de l ’hôte, qui ne peuvent pas muter comme le virus. Bien que les 
protéases clivant les virus HPAIV soient plutôt bien connues, les protéases clivant la 
protéine HA des virus humains restent l ’objet de discussions. Le clivage peut être effectué 
par plusieurs protéases. Étant donné les motifs de clivage se terminant par une arginine, les 
recherches portent habituellement sur des enzymes semblables à la trypsine. Cette dernière 
est en mesure d ’activer HA mais n ’est pas présente dans les poumons (Taubenberger, 
1998).
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1.6.1 Les protéases à sérine
Les protéases sont déterminantes pour le repliement et la fonction des protéines, ce qui en 
fait des régulateurs importants des processus physiologiques (Puente et al., 2003). Les 
protéases à sérine comptent pour environ le tiers des protéases connues. Elles sont appelées 
protéases à sérine en fonction de leur résidu nucléophile sérine situé dans le site actif, qui 
permet l’hydrolyse des liens peptidiques (Fig. 6). Les autres types de protéases sont 
également classées en fonction du résidu principal au site actif, par exemple la thréonine, la 
cystéine, l’aspartate ou encore certains métaux (métalloprotéases). Les protéases peuvent 
aussi être classées en fonction de l’homologie de séquence en familles (Rawlings et al., 
2012). Il existe par exemple plusieurs familles de protéases à sérine (Rawlings et Barrett, 
1993). Ces familles, qui peuvent être regroupées en clans, sont séparées en groupes et sous- 
groupes.
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Figure 6 : Mécanisme de clivage opéré par la chymotrypsine.
La sérine en position 195 est un groupement nucléophile et attaque le groupement 
carbonyle du substrat, ce qui forme un intermédiaire acyle-enzyme, lié à la sérine. Le 
nouveau N-terminal du substrat peut se dissocier de l’enzyme. La deuxième étape du 
mécanisme est la déacylation, qui est initiée par l’attaque d ’un oxygène d ’une molécule 
d ’eau sur le carbone du groupement acyle lié à la sérine. Il en résulte donc l’expulsion du 
deuxième fragment de la protéine et la régénération du groupement hydroxyle de la sérine 
(Tirée de Blow et al., 1969).
Les protéases à sérine sont utilisées par le corps humain pour la digestion (trypsine et 
chymotrypsine), l’homéostasie, l’apoptose, la transduction de signaux, la reproduction et la 
réponse immune (Coughlin, 2000; Madala et a i ,  2010). Il s’agit donc d ’un ensemble de 
protéases très importantes, qui offrent un potentiel thérapeutique élevé lorsque pris pour 
cible par un inhibiteur sélectif.
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1.6.2 Les protéases solubles
Les recherches plus anciennes portant sur le clivage de HA se sont surtout intéressées aux 
nombreuses protéases solubles présentes dans le poumon (Fig. 7). Plusieurs protéases du 
type trypsine ont été identifiées notamment la tryptase Clara, la mini-plasmine, la trypsine 
ectopique, la tryptase de mastocytes et la tryptase TC30 (Kido et a i,  1992; Chen et a i, 
2000; Murakami et a i,  2001; Towatari et a i ,  2002; Sato et a i,  2003; Kido et a i ,  2007; 
Kido et a i,  2012). Ces protéases sont toutes sécrétées dans le milieu extracellulaire 
pulmonaire mais ont une distribution différente au niveau du poumon.
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Figure 7 : Localisation pulmonaire des différentes protéases solubles pouvant cliver 
l’hémagglutinine.
La mini-plasmine et la tryptase Clara sont exprimées dans les bronchioles terminales et 
respiratoires tandis que la trypsine ectopique est exprimée dans les alvéoles. 
L ’antileukoprotéinase (SLPI) et le surfactant protègent les cellules épithéliales des 
protéases présentes dans ces extrémités (Adaptée de Kido et a i ,  2007).
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1.6.3 Le clivage de Vhémagglutinine comme cible thérapeutique
Le clivage de l’hémagglutinine virale est très certainement une étape intéressante à cibler 
dans le cycle de vie du virus. Il s’agit d ’une étape qui implique les protéases cellulaires et 
non une protéase virale puisque le virus ne code pour aucune protéase et utilise donc celles 
de l ’hôte (Kamps et a i,  2006). Cibler ces protéases mènerait théoriquement à empêcher le 
virus de sortir de l’endosome et donc l’empêcher de relâcher ses vRNP au noyau cellulaire 
(Zhirnov, 1987). Ce potentiel thérapeutique a été exploré en partie par certaines études. Le 
traitement de souris par des inhibiteurs de protéases à large spectre comme l’aprotinine et 
l’AEBSF ont réduit la morbidité causé par le virus de l’influenza (Zhirnov, 1987; 
Ovcharenko et al., 1992; Ovcharenko et Zhirnov, 1994; Bahgat et a i, 201 1). L ’aprotinine 
est un inhibiteur des enzymes de type trypsine et chymotrypsine tandis que l ’AEBSF est un 
inhibiteur irréversible des protéases à sérine. Un essai clinique sur un nombre limité de 
patients (n=52) a été réalisé pour déterminer si l’aprotinine était efficace en traitement de 
l’influenza. Les patients traités avec un aérosol d ’aprotinine ont démontré une réduction de 
la durée moyenne de leur symptômes (Zhirnov et a i ,  1996). L ’utilisation potentielle 
d ’inhibiteurs de protéases pourrait être un bon complément aux vaccins étant donné que ces 
derniers doivent être développés et ne sont pas disponibles dans les premières semaines 
d ’une pandémie.
1.7 Les sérine protéases transm em branaires de type II (TTSP)
Un nouvelle groupe de protéases à sérine a été découverte au début des années 1990 : les 
sérines protéases transmembranaires de type II (TTSP). Plusieurs membres de ce groupe 
pourraient être impliqués dans le clivage de l’hémagglutinine virale, notamment les 
enzymes TMPRSS2, TMPRSS4, HAT et M SPL qui ont démontré le clivage de HA dans 
des modèles de surexpression de l ’enzyme (Bertram et a i ,  2010). Il semblerait que 
TMPRSS2 et la HAT clivent Fhémagglutinine de l’influenza par leur forme membranaire 
et non leur forme soluble. Également il a été démontré que TMPRSS2 peut cliver 
Fhémagglutinine des virus sortants tandis que la HAT clive HA des virus entrants 
(Bottcher-Friebertshauser et al., 2010). Ces deux enzymes sont également capable de 
supporter une réplication virale multicycle dans les cellules M DCK (Bottcher et al., 2006; 
Bottcher et a i ,  2009; Bottcher-Friebertshauser et a i ,  2010). TMPRSS2 ainsi que
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TMPRSS4 ont permis de transmettre le virus de l’influenza entre cellules Caco-3 sans 
l’ajout de trypsine (Bertram et a i,  2010). L ’utilisation de morpholino oligomères pour 
invalider la TMPRSS2 a également causé une diminution significative des titres viraux 
dans les cellules Calu-3 infectées (Bottcher-Friebertshauser et al., 2011). Le clivage de HA 
par l’hepsine a été démontré mais ce clivage n ’a pas permis de produire des particules 
infectieuses et est donc non productif (Bertram et al., 2010). II a également été démontré 
que les enzymes TMPRSS13/MSPL sont efficaces pour cliver les HA de virus de type 
HPAIV (Okumura et al., 2010). Le groupe des TTSP est donc un groupe d ’enzymes 
importante pour le clivage de l ’hémagglutinine du virus de l’influenza.
1.7.1 Le groupe des TTSP
Les protéases à sérine sont les protéases les plus étudiées. Il fut donc surprenant de 
découvrir de nouvelles enzymes appartenant à cette catégorie. Les TTSP appartiennent à la 
sous-famille A de la famille de la chymotrypsine (SI), dont le prototype est la 
chymotrypsine (Rawlings et a i,  2012). Une partie des protéases SI a un domaine 
transmembranaire, il s ’agit des protéases à sérine de types I et de types IL Les protéases à 
sérine de type I sont caractérisées par un domaine cellulaire carboxy-terminal tandis que les 
protéases à sérine de type II (TTSP) sont caractérisées par un domaine cellulaire amino- 
terminal (Hooper et a i,  2001; Netzel-Arnett et a i,  2003). Les membres du groupe des 
TTSP sont sous-divisés en quatre sous-groupes d ’enzymes : le sous-groupe HAT/DESC, le 
sous-groupe hepsine/TMPRSS, le sous-groupe de la matriptase et le sous-groupe de la corin 
(Fig. 8). Toutes ces protéases possèdent des résidus catalytiques histidine, acide aspartique 
et sérine. Le groupe des TTSP humaines possède 17 membres (Bugge et a i ,  2009). Le 
domaine cytosolique des TTSP est habituellement très court, de 20 à 160 résidus et est suivi 
d ’une région transmembranaire à passage simple. La région tige, de longueur variable, fait 
suite à la région transmembranaire et possède un assortiment variable de domaines, de 1 
pour le sous-groupe HAT/DESC jusqu’à 12 pour la corin, qui définissent à quel sous- 
groupe de TTSP chaque enzyme appartient (Bugge et a i ,  2009). Il y a en tout 7 domaines 
différents retrouvés chez les TTSP ; le domaine récepteur de lipoprotéines de faible densité 
de classe A (LDLA), le facteur de croissance embryonique d ’oursin C l s /C l r  (CUB), un 
domaine de sperme d ’oursin, enterokinase, agrin (SEA), un domaine de récepteur éboueur
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du groupe A (SR), un domaine frizzled  (FRZ) et un domaine protéine phosphatase p de 
meprin, A5 (MAM) (Antalis et al., 2010).
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Figure 8 : Représentation schématique des différents membres du groupe des TTSP
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Le groupe des TTSP comprend 4 sous-groupes : HAT/DESC, hepsine/TMPRSS, matriptase 
et corin. Les TTSP possèdent une queue cytoplasmique de longueur variable, une région 
signal d ’ancrage à la membrane (S.A.), un ou plusieurs autres domaines dans la région tige 
de la protéine et finalement le site catalytique de type protéase à sérine. Les protéases HAT- 
like 2 et HAT-like 3 ne sont pas retrouvées chez l’humain. La polysérase possède trois 
domaines catalytiques dont le troisième est inactif (Adaptée de Bugge et al., 2009).
Les différents membres du groupe des TTSP ont également plusieurs propriétés 
biochimiques en commun. Les TTSP sont d ’abord synthétisées en tant que zymogènes et 
doivent être activées par un clivage suite à un résidu basique, arginine ou lysine. Ce clivage 
se fait dans un motif d ’activation conservé qui se trouve avant le domaine catalytique. Les 
TTSP demeurent par la suite associées à la membrane grâce à un pont disulfure entre la tige 
et le domaine catalytique (Hooper et al., 2001). Plusieurs membres du groupe sont en 
mesure d ’effectuer ce clivage de façon autocatalytique in vitro, car l’inactivation de leur 
triade catalytique empêchant cette activation (Szabo et Bugge, 2008). Cette propriété 
particulière de certaines TTSP mène à croire que ces enzymes pourraient servir d ’initiateurs 
de cascades protéolytiques. Bien que l’utilité fonctionnelle de plusieurs de ces protéases 
reste largement inconnue, les TTSP sont très étudiées dans le domaine du cancer puisque 
plusieurs des TTSP sont surexprimées dans les tumeurs (Bocheva et al., 2009; Webb et al., 
2011; Poison et al., 2013). Leur localisation à la membrane est influencée par la 
polarisation de la cellule et plusieurs des TTSP ont une localisation préférentielle à la 
membrane baso-latérale. Cette localisation pourrait être liée à leur rôle dans la 
carcinogenèse en permettant de dégrader la membrane basale pour permettre l’invasion de 
la tumeur (Del Rosso et al., 2002; Qiu et al. , 2007). Cette localisation à la membrane se fait 
grâce au domaine transmembranaire et à la queue cytoplasmique des enzymes. La queue 
cytoplasmique des enzymes pourrait également servir de régulateur pour l ’internalisation et 
la dégradation des enzymes, ce qui a été démontré pour la matriptase 2 seulement (Beliveau 
et al., 2009).
Il est connu que plusieurs membres du groupe des TTSP se retrouvent également dans le 
milieu extracellulaire in vivo (Afar et al., 2001 ; Webb et a i ,  2011). Les membres du groupe 
qui ont été détectés en forme soluble sont l’entéropeptidase, la HAT, TMPRSS2 et la 
matriptase. Ces formes solubles sont le résultat d ’un clivage dans le domaine SEA des 
protéases ce qui sépare l ’enzyme de la membrane et cause le relargage de l ’enzyme
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(Okumura et al., 2006). Les enzymes sont régulées par des inhibiteurs de protéases 
endogènes, particulièrement de type Kunitz mais également les serpines. Quelques 
membres du groupe ont des rôles bien identifiés, comme par exemple l ’entéropeptidase, qui 
est un activateur hautement spécifique du trypsinogène, tel que démontré par Pavlov il y a 
de cela 100 ans (Jung, 1902). La corin quant à elle clive le peptide natriurétique atrial 
(ANP) et est impliquée dans la régulation de la tension artérielle (Wu et a i,  2002).
1.7.2 La HAT
Les membres du sous-groupe de la human airway trypsin-like protease (HAT) forment le 
plus grand sous-groupe de TTSP mais également le sous-groupe le moins complexe 
puisqu’ils ne possèdent q u ’un domaine SEA en plus des domaines transmembranaires et 
catalytiques (Fig. 8). Comme son nom l ’indique, la HAT a d ’abord été découverte dans les 
bronches et la trachée humaine (Bugge et al., 2009). Sa présence a par la suite été détectée 
dans d ’autres tissus comme le cerveau, la vessie et le tractus gastro-intestinal (Webb et a i ,  
201 1). L’expression de la HAT au niveau des poumons serait limitée aux cellules ciliées 
des bronches et de la trachée (Takahashi et al., 2001). La HAT a également été isolée de 
sécrétions de patients ayant des maladies pulmonaires chroniques et la protéine a également 
été détectée dans l’épiderme de patients souffrant de psoriasis vnlgaris (Yamaoka et al., 
1998). La HAT est grandement exprimée dans l 'épithélium, tout comme TMPRSS2 et la 
matriptase (Bugge et al., 2009). Contrairement à un grand nombre d ’autres TTSP, la HAT 
n ’aurait aucun rôle dans la tumorigenèse selon la littérature actuelle (Hahner et al., 2005). 
Par contre, la HAT a un rôle à jouer dans la production de mucus (Chokki et al., 2004), la 
déposition de fibrine dans la lumière des voies respiratoires (Yoshinaga et al., 1998), 
l’activation du récepteur activé par les protéases 2 (PAR-2) (Matsushima et al., 2006) et 
également l’inactivation du récepteur urokinase (Beaufort et a i ,  2007).
La HAT, est la seule protéase de son sous-groupe ayant une efficacité démontrée pour le 
clivage de l’hémagglutinine de l’influenza (Bottcher et al., 2006; Bottcher et a i,  2009). La 
HAT a permis la réplication virale multicycles dans des cellules MDCK transfectées avec 
l ’enzyme et infectées par un virus de type H3N2. Le clivage de HA d ’un virus H3N2 a 
également été démontré par essais protéolytiques in vitro (Bottcher et al., 2006). La 
réplication d ’un virus H2N9 et H1N1 ont aussi été possibles dans des cellules M DCK
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surexprimant l’enzyme (Bottcher et al., 2009). Puis, il a été démontré dans ce même 
modèle cellulaire que la HAT pouvait cliver HA du virus pandémique de 2009. Le clivage 
effectué par la HAT est effectué à la surface cellulaire (et non par la forme relarguée de 
l’enzyme) et la HAT est en mesure de cliver à la fois HA des virions entrant dans la cellule 
et celle des virions sortants (Bottcher-Friebertshauser et al., 2010). La protéase a également 
démontré la capacité de cliver la protéine de fusion du coronavirus du syndrome 
respiratoire aigu sévère (SRAS) (Bertram et al., 201 1).
1.7.3 TMPRSS2
Le sous-groupe hepsine/TMPRSS, dont fait partie TMPRSS2, compte peu de membres tout 
comme le sous-groupe HAT/DESC. Les membres de ce sous-groupe possèdent un domaine 
éboueur et parfois un domaine LDLA, sauf pour l’entéropeptidase, qui a des domaines 
différents (Fig. 8). TMPRSS2 est une autre des TTSP qui est fortement exprimée au niveau 
de l’épithélium (Bugge et al., 2009). La protéase a été détectée pour la première fois dans 
les cellules basales de l’épithélium de la prostate (Lin et al., 1999). Par la suite elle a été 
détectée dans de nombreux tissus notamment les tubules rénaux, l ’épithélium des voies 
respiratoires supérieures et alvéolaires, l ’épithélium du colon et les ovaires. L ’expression 
du gène TMPRSS2 est induite fortement par les hormones stéroïdiennes (Jacquinet et a i,
2001). TMPRSS2 est une des protéines qui est souvent surproduite dans les carcinomes de 
la prostate (Wilson et a i ,  2005). Cette surexpression est associée à la création d ’une 
protéine de fusion suite à un réarrangement génétique de la tumeur entre TMPRSS2 et 
l’oncogène ERG. Cette protéine de fusion est présentement étudiée comme biomarqueur 
potentiel du cancer de la prostate (Hessels et al., 2007). Bien que TMPRSS2 soit exprimée 
fortement à de nombreux endroits, la perte de cette protéase chez la souris ne provoque 
aucun phénotype apparent. Les animaux ne souffrent pas d ’un retard du développement, de 
problème de survie, d ’organes altérés aux niveaux fonctionnels ou histologiques (Kim et 
al., 2006). La protéase ne semble donc pas posséder de fonction non redondante essentielle 
au développement de la souris. Il a été proposé que TM PRSS2 pouvait réguler les courants 
sodiques de l’épithélium pulmonaire par le clivage du canal épithélial à sodium (ENaC) 
(Donaldson et al., 2002). Il a également été proposé que TMPRSS2 régule la réponse 
inflammatoire dans la prostate par l ’activation du récepteur PAR-2 (Wilson et al., 2005).
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TMPRSS2 est l’une des trois protéases du sous-groupe hepsine/TMPRSS qui est en mesure 
de cliver HA de l’influenza, les deux autres étant TM PRSS4 et MSPL (Bottcher et al. , 
2006; Bottcher et al. , 2009; Bertram et a i ,  2010; Bottcher-Friebertshauser et al., 201 1). Le 
rôle de TMPRSS2 dans le clivage de l’hémagglutinine de l’influenza est plutôt bien connu 
et TMPRSS2 semble être une des protéases fortement impliquée dans cette action. 
TMPRSS2 est en mesure de cliver Fhémagglutinine de l ’influenza pour les sous-types H l,  
H2 et H3 au site d ’activation monobasique, produisant ainsi des virions actifs (Bottcher et 
al., 2006). L’enzyme peut aussi cliver la HA de l’influenza pandémique de 2009. La 
version soluble de TMPRSS2, tout comme celle de la HAT, n ’est pas en mesure de cliver la 
HA virale. De plus, TMPRSS2 à la membrane plasmique ne semble pas non plus efficace 
pour cliver HA, ce qui laisse supposer que le clivage par TMPRSS2 se fait de façon 
intracellulaire (Bottcher-Friebertshauser et al., 2010). La surexpression de TMPRSS2 dans 
des cellules MDCK a également permis la réplication multicycle du virus pandémique de 
1918 (Chaipan et al., 2009). Le traitement de cellules Calu-3 par des morpholino- 
oligomères a permis d ’inactiver TMPRSS2 dans ces cellules et l’inactivation a permis de 
réduire les titres viraux des Calu-3 infectées avec différents virus saisonniers et 
pandémiques par 2 à 3 log(10), ce qui confirme le rôle important de TM PRSS2 dans 
l’infection par l’influenza (Bottcher-Friebertshauser et al., 201 1 ).
De plus, l’enzyme serait impliquée dans le clivage et l’activation d ’autres protéines de 
fusion virales, par exemple celle du metapneumovirus humain pour lequel TMPRSS2 
permet une propagation in vitro (Shirogane et al., 2008). Il a également été démontré que 
TMPRSS2 active la protéine de fusion du coronavirus SARS (Glowacka et a i ,  2011).
1.7.4 TMPRSS4
Tout comme TMPRSS2, TMPRSS4 fait partie du sous-groupe hepsine/TMPRSS et possède 
les mêmes domaines (Fig. 8). L’expression de la protéase a été observée dans plusieurs 
tissus notamment dans l’œsophage, l’estomac, l’intestin grêle, le colon, les reins et la vessie 
(Szabo et Bugge, 2008). Comme plusieurs autres membres du groupe des TTSP, TMPRSS4 
est en mesure d ’activer l’ENaC in vitro pour contrôler l ’influx de sodium (Passera et al., 
2012). Aucune fonction physiologique n ’a pu être attribuée ju sq u ’à présent à TMPRSS4. 
Par contre, cette enzyme est surexprimée dans certains cancers notamment les carcinomes
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pancréatiques, les néoplasmes de la thyroïde et les carcinomes colorectaux. La protéase 
joue un rôle dans la formation de métastases et dans l’invasion des tumeurs dans le cancer 
du pancréas (Wallrapp et al., 2000). En outre, TMPRSS4 est un marqueur potentiel de 
diagnostique pour le cancer de la thyroïde (Kebebew et al., 2005). Bien que TMPRSS4 
semble impliqué dans quelques types de cancer, son rôle dans ceux-ci reste plus nébuleux 
que les protéases plus étudiées comme TMPRSS2.
TMPRSS4 a été identifiée comme étant une protéase capable de cliver HA de l’influenza. 
Des expériences in vitro ont démontré sa capacité à cliver fhémagglutinine du virus de 
1918. Également sa surexpression dans des cellules Caco-2 permet la réplication multicycle 
du virus PR8 (H1N1) (Bertram et a i ,  2010). L ’hepsine a également démontré une affinité 
pour le clivage de HA dans les mêmes circonstances mais ne produit pas de virions 
infectieux.
1.7.5 MSPL et TMPRSS13
MSPL et TMPRSS13 sont deux produits d ’épissages alternatifs du même ARN primaire. 
Les deux protéines sont pratiquement identiques avec seulement quelques acides aminés 
différents au niveau de la queue cytoplasmique et au niveau de l'extrémité C-terminale du 
domaine sérine protéase (Kido et Okumura, 2008). Il existe également un produit 
d ’épissage alternatif de MSPL appelé MSPS qui est beaucoup plus court et qui ne 
comprend pas de domaine transmembranaire (Kim et al., 2001). L ’expression de M SPL et 
TMPRSS13 a été détectée dans plusieurs organes notamment dans le poumon, le placenta, 
le pancréas et la prostate. TMPRSS13 est fortement exprimé dans le thymus, la rate et les 
lymphocytes tandis que l’expression de MSPL y est très peu détectée. Aucune activité 
physiologique n’a encore été attribuée à TMPRSS13.
Par contre, MSPL a démontré une affinité pour les substrats possédant des sites 
multibasiques comme ceux observés pour les HA des HPAIV (Kido et Okumura, 2008). Un 
des sites reconnus par MSPL est la séquence R-K-K-R ainsi que la séquence K-K-K-R. Ce 
dernier motif est intéressant puisqu’il est retrouvé dans les HPAIV mais n ’est pas bien 
reconnu par la furine puisqu’il ne possède pas d ’arginine en position P4. MSPL permet la 
réplication multicycle de virus H5 et H7 dans des cellules surexprimant la protéase
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(Okumura et a i,  2010). Les clivages de peptides possédant des séquences de type H1 et H3 
n ’est pas efficace et donc MSPL serait seulement en mesure de cliver les HA des virus 
aviaires hautement pathogéniques et est présentement la seule enzyme du groupe des TTSP 
qui peut effectuer ce clivage de façon efficace.
1.7.6 La matriptase
La matriptase fait partie des TTSP les plus étudiées en raison de son rôle probable dans le 
cancer. La matriptase est présente dans l’épithélium de plusieurs types cellulaires 
notamment de la prostate, du tractus digestif, des poumons, des reins et les leucocytes 
(Oberst et al., 2003). La matriptase est fortement exprimée dans l’épithélium cilié de la 
cavité nasale et l’épithélium cilié de la trachée et des bronchioles, où la matriptase se 
localise à la surface apicale et basale (Bugge et a i,  2007; Nimishakavi et al. , 2012). Les 
enzymes de la famille de la matriptase possèdent plusieurs domaines dans la région tige de 
l’enzyme (Fig. 8). La matriptase possède un domaine SEA, deux domaines CUB et quatre 
domaines FRZ. Elle possède également une queue cytoplasmique d ’une cinquantaine 
d ’acides aminés dont la fonction demeure inconnue (Fig. 9) (List et a i ,  2006).
Figure 9 : Représentation schématique de la matriptase.
Représentation de la matriptase comprenant les sites de glycosylation aux acides aminés 
109, 302, 485 et 772. Le domaine SEA ainsi que le site de clivage à  la glycine 149 sont 
représentés. Les deux domaines CUB et les 4 domaines FRZ suivent sur le schéma. Le site 
d ’activation catalytique à l ’arginine 614 est représenté dans le domaine catalytique de 
l’enzyme (Adaptée de List et al., 2006).
La matriptase possède un système de régulation différent des autres TTSP puisque la 
protéase est coexprimée avec son inhibiteur, H A I-l.  HAI-1 est un inhibiteur de type 
Kunitz, qui possède deux domaines Kunitz (Kojima et a i,  2008). La matriptase est tout
Site de  clivage d o m ain e  SEA 
Gly149
Site d e  clivage d 'activation  
A rg614
Matriptase N
Asn109 Asn30Z Asn485 Asn772
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d ’abord synthétisée en tant que zymogène dans le réticulum endoplasmique, comme les 
autres TTSP. Dans l’appareil de Golgi ou dans le réticulum endoplasmique, la proenzyme 
est clivée à l’acide aminé 149, dans le premier domaine SEA par un mécanisme inconnu. 
Même si ce lien covalent est coupé, l’enzyme reste entière, possiblement grâce à des 
interactions non covalentes dans le domaine SEA (Kim et a i ,  2005). La matriptase 
s ’associe par la suite à son inhibiteur HAI-1 et les deux protéines sont exportées à la 
surface cellulaire, préférablement basolatérale, dans plusieurs types cellulaires. La protéase 
doit par la suite être activée au site de clivage traditionnel des TTSP, situé en N-terminal du 
domaine catalytique. Ce site d ’activation est probablement clivé par l’enzyme elle-même 
puisque des mutations dans la triade catalytique empêchent l’activation de l’enzyme (List et 
al., 2006). Ce site de clivage a une séquence RQAR-VVGG. Une fois active, la matriptase 
est rapidement inhibée par l’inhibiteur HAI-l. Le tandem enzyme-inhibiteur peut ensuite 
être libéré dans le milieu extracellulaire suivant un clivage aux résidus 190 ou 205 de la 
matriptase (Oberst et al., 2003). 11 semblerait que HAI-1 soit nécessaire pour l’activation de 
l’enzyme (Oberst et al., 2003) mais une étude de surexpression de matriptase dans des 
cellules MDCK propose que HAI-1 ne soit pas requis (Miyake et a i ,  2010). HAI-1 servirait 
donc à protéger les cellules de l’enzyme active. Le mécanisme d ’activation de la matriptase 
est encore partiellement incompris, mais il a été déterminé que certains stimuli pouvaient 
causer une activation massive de matriptase. Par exemple, des cellules exposées à la 
sphyngosine-1-phosphate transloquent de la matriptase à la surface et celle-ci sera 
rapidement activée (Benaud et al., 2002), ce qui requiert le remodelage du cytosquelette 
d ’actine (Hung et al., 2004). La suramine et les hormones stéroïdiennes ont également un 
effet d ’activation sur la matriptase (Lee et al., 2005; Kiyomiya et al., 2006). Il est aussi 
intéressant de noter que l’activation de la matriptase est accrue lors d ’une acidification 
modérée du pH d ’environ 5 à 6 (Tseng et al., 2010), bien que le pH optimal pour le clivage 
des substrats de l’enzyme soit de 9 (Beliveau et al., 2009).
La matriptase possède plusieurs substrats identifiés ; le récepteur activé par les protéases 
PAR-2, la pro-urokinase activateur de plasminogène (pro-uPA), la pro-prostasin, la pro- 
filaggrin et le précurseur de la protéine stimulatrice de macrophages (pro-M SPl) (Lee et 
al., 2000; Takeuchi et al., 2000; List et al., 2006; Netzel-Arnett et al., 2006). Les souris 
déficientes en matriptase se développent ju squ ’à terme mais meurent dans les 48 heures
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suivant leur naissance d ’une déshydratation rapide causée par une fonction compromise de 
la barrière épithéliale. Il a donc été déterminé que la matriptase était essentielle à la 
formation et au maintien de l’intégrité épithéliale. L ’absence de matriptase empêche le 
clivage de la profdaggrin pour promouvoir la différentiation de Fépithélium (List et a i,
2002). Des mutations génétiques entraînant la perte de fonction de la matriptase causent 
l’ichtyose autosomique récessive avec hypotrichose, qui entraîne la desquamation de la 
peau et la perte de cheveux (Basel-Vanagaite et a i,  2007; Desilets et a i,  2008). De plus, 
l’activation de la matriptase est augmentée dans plusieurs désordres inflammatoires de la 
peau (Chen et al., 2011). La perte de matriptase réduit également la croissance des 
follicules pileux. Les séquences de clivage préférentielles de la matriptase ont été 
déterminées dans la littérature récente. La séquence d ’auto-activation au site catalytique 
(RQAR-VVGG) n’est pas la séquence la mieux clivée par l’enzyme (Beliveau et al., 2009). 
Les résidus préférés de l’enzyme seraient une arginine ou lysine en P4, un acide aminé non- 
basique en P3, une sérine en P2, une arginine en PI et une alanine en P L . Le peptide testé 
clivé le plus efficacement par l ’enzyme est RQRR-VVGG avec une activité environ 30 fois 
plus élevée que le peptide représentant le site de clivage au site catalytique (Beliveau et al., 
2009). Ce site de clivage préférentiel s ’apparente aux sites de clivages de plusieurs types 
d ’hémagglutinine.
L ’intérêt principal de la matriptase provient de son expression constante dans les cas de 
tumeurs épithéliales. La matriptase a été détectée dans des cancers des ovaires, du sein, de 
la prostate, du poumon, du foie, du pancréas, du colon et des cancers gastriques (Webb et 
al., 2011). Plusieurs études ont été effectuées pour déterminer les différents niveaux de 
matriptase dans les cancers et elles soulignent la valeur potentielle de la matriptase comme 
marqueur de pronostic. Dans la plupart des carcinomes, la progression de la tumeur est 
associée à une augmentation des niveaux d ’ARNm et protéiques de la matriptase (Webb et 
al., 2011). De plus, l’augmentation de l’expression de la matriptase a été corrélée avec 
l’agressivité de la tumeur dans le cancer des ovaires (Jin et a i, 2006). Un ratio 
anormalement élevé de matriptase/HAI-1 est également un indicateur d ’un mauvais 
pronostic pour les tumeurs de stades avancés (Oberst et a i ,  2002). La matriptase 
promouvrait la progression du cancer en clivant les zymogènes pro-uPA et le facteur de 
croissance hépatocytaire (pro-HGF) qui sont tous deux reconnus pour promouvoir la
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progression des tumeurs invasives (Uhland, 2006). La matriptase peut également activer la 
métalloprotéinase matricielle MMP-3 et favoriser l’invasion des tissus et le remodelage de 
la matrice extracellulaire (Jin et al., 2006). L ’activation de PAR-2 pourrait également 
augmenter l’inflammation (Bocheva et al., 2009). La surexpression de la matriptase dans la 
peau de souris induit une forte prolifération des kératinocytes et la formation de carcinomes 
(List et a i,  2005). Les souris exprimant à la fois la matriptase et HAI-1 ne développent pas 
de carcinomes, ce qui porte à croire que la régulation de la matriptase par HAI-1 est un 
processus d ’une grande importance. Ces résultats confirment également le rôle important 
joué par la matriptase dans la formation de carcinomes. Une étude portant sur les 
carcinomes de cellules orales a également démontré que les niveaux de HAI-1 étaient 
fortement réduits aux fronts d ’invasion alors que la protéine était observée ailleurs à la 
membrane. Dans des cellules à expression réduite de H A I-1, la croissance de la tumeur était 
augmentée in vivo. Les capacités migratoires des cellules étaient également augmentées. Il 
semblerait également que HAI-I possède un rôle suppresseur de l ’invasion indépendant de 
l’inhibition de la matriptase (Baba et al., 2012). Le ratio entre les deux protéines semble 
également un élément important pour le développement de cancer. La matriptase serait 
ainsi une cible thérapeutique potentielle dans les cas de carcinomes et l’élaboration 
d ’inhibiteurs sélectifs contre l’enzyme pourrait, s ’avérer une avenue thérapeutique 
intéressante dans le but de stopper la progression du cancer (Colombo et al., 2012).
2 .  H y p o t h è s e s  e t  o b j e c t i f s  d e  r e c h e r c h e
Le virus de l’influenza est un virus dangereux au potentiel destructeur élevé, dû à sa 
capacité de mutagénèse élevée. Le clivage de l’hémagglutinine du virus de l’influenza est 
une des étapes clés de sa réplication. Étant donné que le virus n ’encode pas de protéases, ce 
sont donc les protéases de l ’hôte qui clivent l ’hémagglutinine. Mieux comprendre les 
acteurs clés de cette étape de la vie du virus serait donc bénéfique et pourrait permettre de 
découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques contre le virus. Jusqu’à présent, ce potentiel a 
été démontré avec l’aprotinine comme inhibiteur du clivage de l’hémagglutinine. Par 
contre, le désavantage est que l’aprotinine est un inhibiteur de protéases ciblant un trop 
large éventail d ’enzymes pour pouvoir être utilisé in vivo, comme l ’ont démontré plusieurs 
études. L ’aprotinine aurait plus particulièrement des effets secondaires au niveau de la 
coagulation sanguine. En recherchant quelles sont les protéases impliquées dans le clivage 
de l’hémagglutinine, il serait donc possible de créer un ou plusieurs inhibiteurs spécifiques 
à ces enzymes. De plus, en ciblant les enzymes de l 'hôte et non les enzymes virales, le 
virus aurait une difficulté accrue à développer une résistance à la thérapie. L ’hypothèse de 
recherche de ce mémoire est donc la matriptase participe au clivage de l’hémagglutinine du 
virus de l’influenza et ainsi à l’activation de ce dernier. Lin corollaire important de cette 
prémisse est que la matriptase est exprimée dans l’épithélium respiratoire et qu ’une 
inhibition de l’enzyme mène à une réduction de la réplication virale.
2.1 Objectifs de l ’étude
1) Déterminer quelles TTSP sont exprimées dans des modèles cellulaires ayant un potentiel 
variable d ’infection par le virus ainsi que dans l’épithélium respiratoire humain.
2) Déterminer l’efficacité du clivage de séquences consensus d ’hémagglutinines virales et 
de la forme protéique complète d ’hémagglutinine par différentes TTSP.
3) Démontrer l ’implication de la matriptase dans l ’activation protéolytique de 
fhémagglutinine du virus de Pinfluenza et dans sa réplication multicycle.
3 .  M a t é r i e l  e t  m é t h o d e s
3.1 Anticorps et autres réactifs
Les anticorps contre la matriptase ont été obtenus de Bethyi Laboratories, inc. 
(Montgomery, TX. Cat. No. A300-221A) ainsi que de Abcam (Cambridge, MA. Cat. No. 
AB28266). L ’anticorps contre TMPRSS2 ainsi que celui contre l’actine proviennent de 
Santa Cruz Biotechnology, inc. (Santa Cruz, CA. Cat. No. SC-101847 et SC-7210). 
L ’anticorps ciblant l’hémagglutinine H1 provient de MyBioSource (San Diego, CA. Cat. 
No. MBS432021) tandis que celui ciblant l’hémagglutinine H3 provient de chez Abcam 
(Cat No. AB66187). La trypsine traitée à la L - 1 -tosylamido-2-phenylethyl chloromethyl 
cetone (TPCK) de pancréas bovin, dont toute activité chymotrypsine a été inhibée, provient 
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), tout comme le cristal violet. L ’avicel RC/CL (Cellulose 
microcristalline et carboxyméthycellulose sodique) nous a été donné par FMC BioPolymer 
(Philadelphia, PA). Les milieux de culture EMEM, DMEM, RPMI-1640, le LHC-8, le D- 
PBS, les antibiotiques streptomycine/pénicilline, les acides aminés non essentiels, la L- 
glutamine, le sodium pyruvate, le FBS et la trypsine (0,05% trypsine, 0,53 mM EDTA) et 
(0,25% trypsine, 0,53 mM EDTA) ont été obtenus de Wisent inc. (Saint-Bruno, QC). Le 
milieu de culture bronchial épithélial cell medium (BEBM) ainsi que les additifs (BEGM 
SingleQuots) permettant de le transformer en bronchial épithélial growth media (BEGM) 
proviennent de chez Lonza (Hopkinton, MA). La BSA (solution stérile d 'albumine de 
sérum bovin de 30% dans 0,85% de chlorure de sodium) et le diméthylsulfoxyde (DMSO) 
ont été obtenus de Sigma-Aldrich. Le Trizol a été obtenu de Invitrogen (Burlington, ON). 
Les réactifs d ’immunobuvardage Amersham ECL et Amersham ECL Prime proviennent de 
GE Healthcare (Piscataway, NJ).
3.2 Culture cellulaire
Plusieurs lignées cellulaires épithéliales respiratoires bronchiques (Calu-3, NCI-H292, 
Beas-2B, 16HBE) et alvéolaire (A549) ainsi que la lignée primaire Normal human 
bronchial épithélium (NHBE) ont été utilisées. De plus, les cellules Madine Darby canine 
kidney (MDCK) ont permis d ’effectuer le dénombrement des titres viraux. Les cellules
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Calu-3, MDCK et 16HBE ont été cultivées dans du milieu EMEM supplémenté de 10% de 
sérum bovin fœtal (FBS), dont le complément a été inactivé à 56°C durant 30 minutes, 
d ’antibiotiques pénicilline (100 U/mL) et streptomycine (100 pg/mL), de 1 mM de 
pyruvate de sodium, de 100 pM  d ’acides aminés non essentiels et de 2 mM de 1-glutamine. 
Les cellules A549 ainsi que NCI-H292 ont été cultivées dans du milieu RPMI-1640 
supplémenté de 10% de sérum bovin fœtal (FBS), d ’antibiotiques pénicilline (100 U/mL) et 
streptomycine (100 pg/mL) et de 2 mM de L-glutamine. Les cellules Beas-2B ont été 
cultivées dans du milieu LHC-8 non supplémenté. Les cellules Beas-2B ont été cultivées 
sur des pétris préalablement enduits de collagène de type I qui provient de BD Biosciences 
(Bedford, MA). Les cellules de lignée primaire NHBE ont été cultivées dans du milieu 
BEBM supplémenté d ’extrait d ’hypophyse bovine (BPE), d ’insuline, d ’hydrocortisone, de 
gentamicine/amphotéricine-B, d ’acide rétinoïque, de transferrine, de triiodothyronine, 
d ’épinéphrine, de facteur de croissance épithélial humain (hEGF) et de BSA pour former le 
milieu BEGM. Les différents milieux de culture des cellules ont été changés deux fois par 
semaine et les passages cellulaires ont été faits selon les instructions d ’ATCC (Manassas, 
VA). Les cellules ont toutes été cultivées dans un incubateur à dioxyde de carbone (5%), à 
37°C. Les cellules Calu-3 ont parfois été cultivées de façon polarisée. Les cellules étaient 
alors ensemencées sur des inserts (membranes perméables) ayant des pores de 0,4 pm, le 
milieu situé sur les cellules était ensuite retiré après 24 heures et le milieu basai était changé 
tous les deux jours. Le milieu utilisé était le EMEM complet sans antibiotique. Les cellules 
étaient gardées en culture pendant une semaine avant d ’atteindre une confluence maximale.
3.3 Infections cellulaires
Les infections avec les différents virus disponibles [A/Puerto Rico/8/34 (H IN I) ,  A/Hong 
Kong/X-31 (H3N2) et A/California/7/2009-like (H 1N 1 )] ont été effectuées selon des 
conditions similaires pour tous les types cellulaires. Les cellules ont été lavées avec du D- 
PBS deux fois puis un volume minimal de virus dilué dans le milieu incomplet 
(supplémenté à 0,1% de BSA au lieu du FBS) correspondant au milieu de culture standard 
pour le type de cellule utilisées a été déposé sur le tapis cellulaire. Une période d ’incubation 
d ’une heure à 37°C est par la suite nécessaire. À la suite de cette incubation, le milieu de 
culture contenant le virus est retiré et les cellules sont lavées une fois avec du D-PBS. Par
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la suite, du milieu de culture incomplet est ajouté sur les cellules pour la période 
d ’incubation.
3.4 Production des virus HAO
Les souches de virus X-31, PR8 ainsi que H IN I/2009  ont été répliqués de manière à 
produire des virus n ’exprimant que l’hémagglutinine en forme complète (non clivée). Les 
souches X-31 et PR8 proviennent du laboratoire du Dr David Topham (University of 
Rochester Médical Center). La souche H1N1/2009 a été obtenue du Laboratoire de Santé 
Publique du Québec et a été isolée au Québec en 2009 lors de l ’épisode pandémique du 
virus. Pour obtenir les souches HAO, les cellules MDCK ont été cultivées à confluence dans 
un flasque de 175 mL et infectées avec les virus à une multiplicité d ’infection (MOI) de 2, 
selon le protocole d ’infection cellulaire. La réplication du virus s’est poursuivie pendant 24 
heures dans un milieu d ’incubation incomplet non additionné de trypsine, ce qui empêche 
le clivage de l ’hémagglutinine. Les surnageants ont par la suite été récoltés et centrifugés à 
400 x g durant 10 minutes pour éliminer les cellules et débris cellulaires. Les virus ont par 
la suite été mis en aliquotes et congelés à -80°C pour utilisation future.
3.5 Déterm ination des titres viraux par essais de plages virales sur les cellules MDCK
Les cellules MDCK sont passées et ensemencées dans une plaque 24 puits de 24 à 48 
heures avant l’infection, de manière à obtenir une confluence cellulaire complète au 
moment de l’infection. Pour l’infection, les échantillons de virus dont les titres viraux sont 
à déterminer sont dilués en séries par échelon de 10 ou 100 jusqu’à obtenir le ou les 
dilutions jugées convenables. Les cellules sont par la suite infectées avec ces dilutions 
selon le protocole d ’infection cellulaire. Cependant, une fois l’heure d ’infection complétée, 
les cellules sont lavées avec du D-PBS et le milieu de propagation est ajouté (750 pL/puit). 
Ce milieu de propagation est un mélange 1:1 de milieu EM EM  incomplet 2X et d ’avicel 
3,8% et est supplémenté de trypsine traitée à la TPCK 1 pg/mL. Le milieu de culture 
incomplet 2X est du MEM en poudre (Gibco, Grand Island, NY) et de 2,2 g de bicarbonate 
de soude dissous dans 500 mL d’eau distillée déionisée. Le milieu est par la suite stérilisé 
par filtration sur filtre 0,22 pm. Les composantes du milieu EMEM incomplet standard sont 
ensuite ajoutées [pénicilline (200 U/mL) et streptomycine (200 pg/mL), 4 mM de 1-
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glutamine, 200 pM  d ’acides aminés non essentiels, 2 mM de pyruvate de sodium et 0,2% 
de BSA] à 46 m L d u  milieu incomplet 2X. Le milieu de propagation semi-liquide permettra 
la réplication virale et l’infection des cellules directement adjacentes aux cellules infectées 
ce qui formera des zones de mortalité circulaires, appelées plages de lyse. Pour révéler ces 
plages de lyse, après environ 48 heures de réplication virale, les cellules sont lavées avec du 
D-PBS à trois reprises pour enlever complètement le milieu de réplication. Les cellules sont 
par la suite fixées avec le fixatif de Camoy, composé d ’un mélange 3:1 de méthanol/acide 
acétique, pendant 20 minutes à 4°C. Les cellules sont ensuite colorées avec une solution de 
cristal violet 1% dilué dans du méthanol 20% pendant 5 minutes. Les plages de lyse sont 
par la suite visibles et le titre viral est déterminé à partir de la dilution qui a produit une 
quantité de plages virales suffisante.
3.6 Extraction et dosage protéique
Pour les extraits de protéines cellulaires totales, les cellules sont tout d ’abord lavées avec 
du D-PBS. Par la suite, le tampon de lyse IX est ajouté aux cellules. Le tampon de lyse est 
composé du tampon de lyse lOx (200 mM Tris, 20 mM EDTA, 1,37 M NaCl, pH 7,4), de 
triton X-100 0,5% final, leupeptine, aprotinine et pepstatine à 10 pg/mL final et de PM SF à 
ImM final. Les cellules sont par la suite récoltées à l’aide d ’un grattoir et mélangées au 
vortex pendant 15 secondes, puis mises sur glace pendant 15 minutes, durant lesquelles les 
cellules seront à nouveau mélangées au vortex. Par la suite, les extraits protéiques sont 
centrifugés à 12 000 x g pendant 10 minutes. Les surnageants sont finalement récoltés et 
congelés à -20°C. Les protéines ont subséquemment été dosées par la méthode de Bradford. 
Une courbe standard de dilutions de BSA (0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,3 
mg/mL, 0,4 mg/mL et 0,5 mg/mL) était utilisée. Les protéines ont été diluées à des 
concentrations variant de 1/10 à 1/40. Un volume de 200 pL  de solution de Bradford, 
provenant de chez Bio-Rad (Mississauga, ON) diluée 1/5 et filtrée était ajouté aux 10 pL 
d ’extraits protéiques. L’absorbance des différents échantillons était par la suite lue à 490 
nm sur un lecteur de plaques. La concentration moyenne de chaque échantillon était par la 
suite calculée.
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3.7 SDS-Page et imm unobuvardage de type W estern
Les gels séparateurs d ’immunobuvardage étaient habituellement de 10% à 14%, 
dépendamment de la protéine d ’intérêt. Les gels étaient composés de tampon Tris 1,5 M pH 
8,8, de sodium dodécyl sulfate (SDS) 10% et de 40% Acrylamide/bis-acrylamide (30:0,8). 
Du tetramethylethylenediamine (TEMED) et de l’ammonium persulfate (APS) 10% étaient 
par la suite additionnés à la solution pour polymériser le gel. Une fois le gel séparateur 
polymérisé, le gel concentrateur composé de tampon Tris 0,5 M pH 6,8, de SDS 10% et de 
40% Acrylamide/bis-acrylamide (30:0,8) et additionné de TEM ED et APS était ajouté sur 
le dessus du gel séparateur. Un temps de repos était par la suite nécessaire pour laisser le 
gel polymériser. Les immunobuvardages ont tous été effectués en conditions dénaturantes 
réductrices. Un tampon d ’échantillons de 5x composé de tampon Tris-HCl 2 M à pH 6,8, 
de SDS, de glycérol, de p-mercaptoéthanol et de bleu de bromophénol était ajouté aux 
extraits protéiques. Les extraits ont par la suite été bouillis durant 10 minutes avant d ’être 
ajoutés sur le gel. La migration des échantillons sur gel s ’effectuait à 100 V pour le gel 
concentrateur et à 120 V pour le gel séparateur. L ’échelle PageRuler de ThermoScientific 
(Ottawa, ON) était utilisée pour le contrôle des poids moléculaires. Le tampon de migration 
utilisé était composé de 24,8 mM Tris base, de 192 mM de glycine et de SDS 0,1% final. 
Les transferts étaient ensuite effectués sur une membrane de nitrocellulo.se complètement 
immergée, dans un tampon comprenant 24,8 mM de Tris base, 192 mM de glycine et 20% 
de méthanol. La membrane était ensuite plongée dans une solution de blocage (5% lait en 
poudre final, 50 mL de TBS-Tween20 (TBS-T) et 42 pL  de NaOH 5 N) pendant une heure. 
La membrane était ensuite en contact avec les anticorps dilués dans la solution de blocage à 
4°C avec agitation pour la nuit. La membrane était par après lavée 3x par le TBS-T avec 
agitation et incubée avec agitation durant une heure avec la dilution d ’anticorps secondaire 
chimiluminescent. La membrane était à nouveau lavée 3x avec le TBS-T pour être 
finalement exposée au ECL ou ECL prime. L ’exposition de la membrane a été effectuée 
par film (GE) ou encore sur un système d ’imagerie Versa-Doc (Bio-Rad, Hercules, CA).
3.8 Extraction d ’ARN, RT-PCR et RT-qPCR
L ’ARN cellulaire a été extrait et purifié à l ’aide du Trizol. Les échantillons ont été 
homogénéisés dans le Trizol, suivi de deux extractions de la phase aqueuse avec du
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chloroforme. L’ARN a été précipité avec de l’isopropanol 100%. Le culot d ’ARN a par la 
suite été rincé avec de l’éthanol 75% pour être finalement suspendu dans de l ’eau stérile 
molecular grade (Wisent). Les échantillons ont ensuite été chauffés 10 minutes à 55°C et 
finalement conservés à -80°C. Les échantillons ont été dosés à l’aide d ’un
spectrophotomètre dans un tampon Tris HC1 10 mM à pH 7,5. La pureté et la quantité
d ’ARN a été déterminée à l’aide de mesures de densité optique à 230 nm, 260 nm et 280 
nm. Les réactions de transcriptase inverse ont été réalisées avec le kit QuantiTect reverse 
transcription (Qiagen), en utilisant 1 pg  d ’ARN par réaction et en suivant le protocole en 
deux étapes de Qiagen incluant l ’élimination de l’ADN génomique. L ’ARN a donc été 
chauffé à 42°C pendant 2 minutes pour éliminer l ’ADN génomique puis incubé 15 minutes 
à 42°C pour produire l’ADNc. L’expression des différents gènes a été vérifiée par PCR en 
utilisant le kit Taq avec tampon standard sans Mg de NEB (Ipswich, MA) ainsi que par
qPCR en utilisant le kit perfeCTa SYBR green supermix de Quanta biosciences
(Gaithersburg, MD). L ’expression de gènes par qPCR a été effectuée avec l ’appareil Real 
time PCR system Rotor Gene 6000 (Corbett). Les conditions utilisées pour un PCR 
standard étaient : un cycle de dénaturation initiale à 98°C pendant 30 secondes, suivi d ’une 
boucle comprenant le cycle de dénaturation à 98°C pendant 10 secondes, un cycle 
d ’appariement des amorces (généralement de 54°C à 59°C) de 30 secondes et un cycle 
d ’élongation à 72°C pour 1 minute 30 secondes. Cette boucle était répétée trente fois et le 
PCR était finalisé par un cycle de 72°C pendant 10 minutes. Les échantillons étaient par la 
suite gardés à 4°C. Les conditions utilisées lors d ’un qPCR étaient les suivantes : une étape 
d ’activation de 4 minutes à 95°C, 40 cycles de dénaturation (25 secondes à 95°C), 
alignement des amorces (25 secondes à 55,1°C) et extension (30 secondes à 72°C). Les 
valeurs représentant le premier cycle au cours duquel la fluorescence des sondes liées à 
l ’ADNc produit permet d ’être distinguée du bruit de fond, cycle seuil (Ct) ont été 
déterminées. Ces valeurs ont été utilisées pour une analyse de type AACt tel que décrit 
précédemment (Livak and Schmittgen, 2001). Les réactions de PCR ont été effectuées en 
utilisant des amorces spécifiques à chaque gène étudié (Tableau 2).
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Tableau  2 : Séquences des amorces utilisées pour différents gènes





Sens: 5 ’-GAA ATC C CA  T C T  T C C  A G G -3’ 
A nti-parallèle: 5 ’-GAG C C C  C A G  C C T  T C T  CCA T G -3 ’
55
18S
Sens : 5 -AGG A AT TG A  C G G  A AG  G GC A C -3’ 
A nti-parallèle : 5 ’-GGA C A T  C TA  A GG  GCA TCA C A -3 ’
55
Hepsine
Sens : 5 ’-CAC GCA G TA  C TA  T G G  C CA  A C -3’ 
A nti-parallèle : 5 ’-GAG AGA T G C  T G T  C CT CAC A C A -3 ’
59
TMPRSS2
Sens : 5 ’-CTT TGA A C T  C A G  G G T  CA C  C A -3’ 
A nti-parallèle : 5 ’-TAG T A C  TG A  G C C  G GA  TG C  A C -3 ’
55
TMPRSS3
Sens: 5 ’-TAG CTC G A T G TG  ACG G A G  T C -3 ’ 
A nti-parallèle : 5 ’-CAT A GC T T C  GGA AAC CCA G T -3 ’
55
TMPRSS4
Sens : 5 ’-TG C TTC A GG  A A A  C A T  ACC G A -3 ’ 
A nti-parallèle : 5 ’-CTG G AG  TG A  G C T  C CT C A T C A -3 ’
55
TMPRSS5
Sens : 5 ’-AAG ACT T C T  T G C  T G G  A AG  C G -3’ 
A nti-parallèle : 5 ’-GTG A G T C TG  AGA T G C  CCA A G -3 ’
59
Matriptase
Sens : 5 ’-CTA GGA TG A  G CA  G C T  G TG  G A -3 ’ 
A nti-parallèle : 5 ’-AAG A A T T TG  A AG  C G C  ACC TT-.V
59
Matriptase 2
Sens : 5 ’-CG T GTA C TC  A A T  C G C  CA C  T T -V  
A nti-parallèle : 5 ’-TGA G C T  C C T  TGA GCA TCT T C -3 ’
55
Matriptase 3
Sens : 5 ’-GCC TCC A CT T T G  T TG  G A T  C T -3 ’ 
A nti-parallèle : 5 ’-GAT C TG  A CA  G C C  T G T  TTC C A -3 ’
59
TMPRSS9
Sens : 5 ’-TCA A G G AG G  A C T  T C C  TG G  T C -3 ’ 
A nti-parallèle : 5 ’-CCT G TC  A G T  G A G  TG A  ATG G C -3 ’
55
Corin-1
Sens : 5 ’-CCA AAG C CG  G T C  T T G  AGA G -3 ’ 
A nti-parallèle : 5 ’-TGA C CA  A A G  G T T  C A C  TCC  C A T -3 ’
59
TMPRSS11A
Sens : 5 -TCA  TTA  TG G  T G T  T C C  A G T T C C -3 ’ 
A nti-parallèle : 5 ’-TGA CAG  G A G  CA G  TTG  ACC T C -3 ’
55
TMPRSS11B
Sens : 5 ’-CAA ACT TCT G C C  TA A  T G C  C A -3 ’ 
A nti-parallèle : 5 ’-AAG C A T  T T C  AGA A GC AGC C T -3’
55
HAT
Sens : 5 ’-ATA TGC TG G  C C A  C A C  A G T T C -3 ’ 
A nti-parallèle : 5 ’-CTG G AG  T G A  G C T  C CT C A T  C A -3 ’
55
DESC1
Sens : 5 ’-TAA ACC A TT G C T  GCC. G AA  C -3 ’ 




Sens : 5 ’-CTC AAC A G T CGC TG T G GA  A T A -3’ 
A nti-parallèle : 5 ’-TTC  C C T  TCC  T TG  G A C  A A T TC  -3 ’
59
TMPRSS12
Sens : 5 ’-ATG CAA AGG A TT C.TC. G A A  C A -3 ’ 
A nti-parallèle : 5 ’-CGC TA G  C G T C TT TA G  T G C  A G -3’
59
MSPL
Sens : 5 ’-G CT C A T  C A T  C C T  CTT CCA C.TT-3’ 
A nti-parallèle : 5 ’-CTC G TC  A CT C TT C A G  C TT G C -3’
59
Enteropeptidase
Sens : 5 ’-ATG GCA CAA CGA ACA ACA A T -3 ’ 
A nti-parallèle : 5 ’-G TT TCC  A CT CCC  TA G  T C C  C A -3’
55
3.9 Transfection des siRNA
Les cellules Calu-3 ont été les cellules utilisées pour les transfections de siRNA. Les 
cellules Calu-3 de faible passage ont été ensemencées 24 heures avant la transfection dans 
des plaques de 24 puits avec 225 000 cellules par puits dans du EMEM complet sans 
antibiotique. Les transfections ont été faites en utilisant la lipofectamine RNAimax 
(Invitrogen). Différents siRNA ont été utilisés, ciblant les ARNm codant pour les protéines 
suivantes : matriptase, TMPRSS2 et HAT. Un siRNA contrôle n ’ayant aucun ARNm  cible 
a également été utilisé. Les esiRNA font partie de la gamme MISSION et sont produits par 
Sigma sauf les siRNA contrôle qui proviennent de la gamme AllStars de Qiagen. Ils ont des 
séquences prédéterminées par la compagnie. Chaque tube de siRNA comprend en réalité 
trois siRNA qui ont une cible différente sur l ’ARNm du gène visé. Un autre siRNA ciblant 
la matriptase provenant de la compagnie Ambion et un siRNA contrôle couplé à un 
fluorophore AlexaFluor488 provenant de chez Sigma ont été utilisés. Une concentration de 
50 nM de siRNA finale a été utilisée pour les essais. Les siRNA et la lipofectamine 
RNAimax ont été dilués dans du opti-MEM (Wisent), puis la lipofectamine a été ajoutée 
aux siRNA. Le mélange a été incubé pendant 15 à 20 minutes pour obtenir les complexes et 
100 pL de mélange ont été ajoutés aux 500 pL de milieu dans chaque puits, selon les 
instructions du manufacturier de la lipofectamine. Les cellules ont par la suite été incubées 
pendant 48 heures dans le milieu contenant le siRNA ou un changement de milieu a été 
effectué après 24 heures. Après 48 heures d ’incubation, les protéines de puits contenant les 
divers siRNA ont été récoltées pour vérifier la quantité relative de la protéine d ’intérêt par 
immunobuvardage. Les autres puits contenant les siRNA ont été infectées avec un MOI de
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0,0001 (environ 30 pfu). Les surnageants des cellules infectées ont par la suite été récoltées 
92 heures suivant l’infection pour être titrés. Toutes les manipulations des cellules ont été 
effectuées dans du milieu ne contenant pas d ’antibiotiques. Les virus ont été dilués dans du 
milieu incomplet mais le milieu d ’incubation était complet.
3.10 Essais de clivage in vitro
Le clivage de Phémagglutinine H1 et H3 par la trypsine et la matriptase a été étudié par 
immunobuvardage. Une quantité déterminée de virus PR8 ou X-31 (habituellement 0,5 pg), 
possédant de Phémagglutinine clivée ou non, a été incubée en présence de protéase 
(trypsine ou matriptase). La matriptase soluble est une protéine recombinante qui comprend 
les résidus 596 à 855 de l’enzyme ce qui inclut la totalité du domaine catalytique de 
l’enzyme (Beliveau et al., 2009). Les clivages ont été effectués dans un tampon Tris à pH
7,4 à 37°C durant une heure. Les virus ont ensuite été inactivés avec du Triton X-100 à une 
concentration finale de 1% pendant 45 minutes. L’état d ’activation de Phémagglutinine 
virale était ensuite vérifié par immunobuvardage en utilisant les anticorps contre H 1 et H3.
3.11 Essais d ’inhibiteurs de protéases
L'effet de divers inhibiteurs de protéases (aprotinine, pepstatin, pefabloc) et inhibiteurs de 
la matriptase (IN-1 et composé Steinmetzer #21) a été testé sur la réplication virale de trois 
virus différents: PR8, X-31 et H1N1/2009. Les différents composés étaient dilués dans 
Peau ou le diméthyl sulfoxyde (DMSO). Les essais ont été réalisés sur des cellules Calu-3 à 
confluence complète dans des plaques de 24 puits. Les Calu-3 étaient ensuite infectées à un 
MOI de 0,01 d ’un des trois virus, selon le protocole 3.3. Le milieu de réplication du virus, 
après l’heure d ’infection cellulaire initiale et le lavage subséquent des puits, était 
supplémenté de l’inhibiteur de protéase désiré. Les différents inhibiteurs ont été testés à 
plusieurs concentrations pour déterminer leur niveau d ’efficacité sur chaque virus. Les 
contrôles négatifs appropriés, c ’est-à-dire les vecteurs sans inhibiteur ont également été 
utilisés. Les surnageants de Calu-3 ont normalement été récoltés après 48 heures 
d ’infection virale pour être ensuite titrés sur les cellules MDCK.
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3.12 Essais de propagation du virus à l’aide de matriptase
La capacité de la matriptase à activer les différents virus a été testée sur les cellules MDCK. 
Tel que décrit en 3.5, les cellules MDCK infectées requièrent l’activité d ’une protéase 
exogène (trypsine traitée à la TPCK) pour permettre l’apparition de plages de lyses virales. 
Dans cet essai, la matriptase a été substituée à la trypsine pour vérifier la propagation 
virale. Les cellules MDCK étaient préparées de manière identique au protocole 3.5 pour 
ensuite être infectées pendant une heure avec 25 pfu de virus (PR8, X-31 ou H1N1/2009). 
Le milieu de réplication viral (Avicel : EM EM  incomplet 2x, 1:1) était ensuite ajouté sur 
les cellules. Ce milieu comprenait soit de la trypsine ou de la matriptase à une 
concentration de 43 nM ou encore aucune protéase. Après 48 heures, les plages de lyse 
formées ont été révélées et comptées tel que décrit en 3.5.
3.13 Essais de mortalité cellulaire par dosage de lactate déshydrogénase (LDH)
Les cellules Calu-3 ont été incubées durant 48 heures dans un milieu complet auquel était 
ajouté l’inhibiteur de la matriptase IN-1 aux concentrations de 50 pM , 10 pM, 2,5 pM. Les 
Calu-3 ont également été incubées avec des concentrations de DMSO correspondant à la 
concentration la plus faible et à la concentration la plus élevée d ’inhibiteur (0,005% et 
0,1%) comme contrôle. Des cellules ont également été incubées brièvement dans de l ’eau 
distillée pour obtenir un contrôle positif. L ’essai consiste à obtenir un rapport entre la LDH 
présente dans les cellules et leur surnageant. Les surnageants des Calu-3 ont donc été 
prélevés puis centrifugés à 800 x g pendant 5 minutes à température ambiante (TP). Les 
culots ont été rejetés et les surnageants ont été conservés à TP. Les cellules ont été lysées en 
présence de Triton X-100 1% (250 pL/puit) durant dix minutes à TP. Les lysats ont par la 
suite été récoltés et centrifugés à 800 x g pendant 5 minutes à TP. Les culots ont été jetés et 
les surnageants ont été conservés. Les surnageants et extraits cellulaires ont ensuite été 
transférés dans des demi-cuvettes de spectrophotomètre à raison de 200 pL pour les 
surnageants et 25 pL les lysats cellulaires. Le réactif, composé de 10 mM NAD dans du 
tampon TAPS 85 mM contenant de l ’acide lactique 70 mM à un pH ajusté de 8,5, a été 
ajouté aux cuvettes (300 pL pour les surnageants et 500 pL pour les lysats cellulaires). Une 
cinétique des lectures de densité optiques a été effectuée à intervalles de 20 secondes
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pendant 2 minutes à 340 nm. La vitesse moyenne a été utilisée pendant la première minute 
a été utilisée pour les calculs de mortalité.
3.14 Clivage enzymatique des séquences de clivage d’hém agglutinine
Des séquences peptidiques de 8 acides aminés identiques aux sites de clivages consensus 
des divers types d ’hémagglutinines ont été synthétisées de façon personnalisée chez Selleck 
Chemicals (Houston, TX). Les peptides possèdent un groupement fluorescent l’acide ortho- 
aminobenzoique (Abz) et un groupement qui absorbe la fluorescence, la 3-nitrotyrosine 
[Tyr (3 -N 02)]. Les peptides ont une longueur de 8 acides aminés (n’incluant pas la 
tyrosine), qui représentent les séquences de clivage P4 à P4’ des divers types 
hémagglutinines (Tableau 3).
Tableau 3 : Séquences des différents peptides utilisés
Type d ’hémagglutinine Séquences des peptides
Contrôle (A bz)IQ SR
Ht (A bz)lQ SR G L FG [T yr(3N O ,)]
H2 (A bz)IE SR G L FG [T yr(3N O : )]
H3 (A bz)K Q T R G L F G |T yr(3N ()2)|
H5(HPA1V) (A bz)R K K R G L F G [T yr(3N 02)l
H 7(H PAIV) (A bz)R R R R G L F G [T yr(3N 02)]
Les peptides ont tous été resuspendus dans le DMSO à une concentration de 10 mM. Des 
aliquots de 1 mM de peptides redilués dans l’eau étaient utilisés pour les expériences. Les 
peptides ont été conservés à -20°C. Les peptides étaient dilués dans un tampon Tris HC1 
100 mM à pH 7,4 contenant 500 pg/mL de BSA pour les expérimentations. Lors des 
expériences, avec la furine, du Ca2+ était ajouté au tampon. Le peptide contrôle a été utilisé 
dans une plaque test pour s ’assurer que les autres peptides ne masqueraient pas sa 
fluorescence. 50 pM  d ’Abz a été déposé dans des puits contenant 50 pM  de chaque autre 
peptide pour s ’assurer que la fluorescence n ’était pas masquée. Une courbe standard d ’Abz 
de 0,5 pM à 90 pM a été générée. Les essais ont été effectués dans un lecteur de plaque, 
dans des plaques à fond opaque de 96 puits. La fluorescence a été lue grâce au filtre
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d ’excitation de 320 nm et d ’émission de 420 nm. La sensibilité de l’appareil était réglée à 
95. Les essais de clivage ont été faits dans des volumes de 100 pL, dont 5 pL  de substrat 
(H1 à H7), 2,5 nM à 5 nM d ’enzyme (2,5 pL à 5 pL), le volume résiduel était complété 
avec le tampon. Plusieurs enzymes ont été utilisées, dont plusieurs TTSP, de la trypsine et 
de la furine. Les essais étaient effectués sur 20 minutes à 37°C avec des lectures à chaque 
minute mais la vitesse moyenne d ’apparition de la fluorescence était déterminée en 
n ’utilisant que la partie linéaire de la courbe, avant l’atteinte du plateau. Le lecteur de 
plaque utilisé était un FLx800-I de BioTek (Winooski, VT).
3.15 Immunomarquage
3.15.1 Inclusions dans la paraffine
Les cellules Calu-3 polarisées ont été enrobées dans la paraffine pour obtenir des coupes à 
utiliser pour immunomarquage. Les cellules ont été fixées dans la paraforamaldéhyde 4% 
pendant la nuit à 4°C. Les cellules ont par la suite été déshydratées dans I’éthanol 30%, 
50% et 70% pendant 2 heures chaque. Puis, les cellules ont été envoyées au service de 
phénotypage de l’Université pour être incluses dans la paraffine, ce qui a permis d ’obtenir 
des coupes du tapis cellulaire et de l’insert sur lequel les cellules adhèrent. La paraffine a 
été éliminée des coupes en trempant les lames dans le xylène deux fois 5 minutes. Les 
lames ont ensuite été plongées dans l ’éthanol 100%, 95% et finalement 70% (2 fois 5 
minutes chaque). Les lames ont par la suite été lavées deux fois avec du PBS (5 minutes 
chaque fois). Enfin, les lames ont été marquées en suivant le protocole 3.15.3.
3.15.2 Fixation au formaldéhyde
Les cellules qui devaient être fixées pour immunomarquage l’ont été au paraformaldéhyde 
1 % durant 30 minutes à 4°C. Les cellules étaient par la suite lavées à deux reprises avec du 
PBS (10 minutes totales), puis perméabilisées au Triton X - 100 0,1 % durant 5 minutes à TP. 
Les cellules ont par la suite été lavées deux fois au PBS pour un total de 10 minutes et ont 
été marquées en suivant le protocole 3.15.3.
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3.15.3 Immunomarquage
Suite au protocole 3.15.1 ou 3.15.2, de la solution de blocage de BSA 2% dans du PBS était 
ajouté aux cellules pour 30 minutes avec agitation. Les cellules étaient par la suite lavées et 
incubées dans l’anticorps primaire dilué dans le PBS + BSA 2% soit 2 heures à TP ou alors 
toute la nuit à 4°C. Les cellules étaient ensuite lavées et incubées dans l’anticorps 
secondaire pour une durée de 45 minutes à TP. Les cellules étaient relavées et le colorant à 
noyaux (DAPI) était ajouté aux cellules. Les lamelles étaient ensuite ajoutées aux lames 
avec du Vectashield provenant de Vector Laboratories (Burlingame, CA). Les lames étaient 
ensuite scellées.
3.16 Analyses de colocalisation en m icroscopie confocale
Les images de microscopie confocale ont été analysées avec le logiciel FluoView 
(Olympus). Les analyses quantitatives ont été effectuées en mettant en graphique les 
données brutes de fluorescence dans un fluorogramme à points ayant comme axes 
l’intensité de fluorescence des pixels de chacun des deux canaux. Pour déterminer la 
colocalisation de la fluorescence, des seuils ont été placés pour former quatre quadrants : le 
bruit de fond (C), Fluorophore 1 seulement (D), Fluorophore 2 seulement (A) et la 
colocalisation (B). L ’index de colocalisation a été calculé en utilisant (B)/(B+D) et le 
pourcentage de colocalisation obtenu par (B)/(B+D) x 100 (Manders et al., 1993).
4 .  R é s u l t a t s
4.1 Objectif 1 : Déterm iner quelles TTSP sont exprim ées dans des m odèles cellulaires 
ayant un potentiel variable d ’infection par le virus ainsi que dans l ’épithélium  
respiratoire humain.
4.1.1 Expression des ARNm et des protéines TTSP dans Vépithélium pulmonaire
L ’expression des différentes TTSP a été vérifiée dans les types cellulaires Calu-3, NCI- 
H292 et Beas-2B (épithélium bronchique), A549 (épithélium alvéolaire) et dans de l’extrait 
total de poumon humain. L’expression a été vérifiée par réaction de RT-PCR utilisant des 
amorces spécifiques (Tableau 2) faites sur mesure qui ont été validées par une recherche 
d ’alignement de séquences (BLAST). L ’ARNm de plusieurs TTSP est exprimé dans les 
cellules testées (Fig. 10). Les TTSP les plus souvent associées au virus de l’influenza 
(TMPRSS2, TMPRSS4 et HAT), sont exprimées de façon différentielle dans les types 
cellulaires testés. Les Calu-3 expriment ces trois TTSP ainsi que plusieurs autres comme 
MSPL, TMPRSS6 et la matriptase. Les cellules NCI-H292 expriment également un bon 
nombre de TTSP et expriment TMPRSS2, TMPRSS4 et la HAT. Les NCI-H292 ont un 
patron d ’expression de TTSP presque identique aux Calu-3 avec comme différences 
majeures une expression faible ou inexistante de corin et de TMPRS5. Les cellules Beas- 
2B expriment l’ARN messager de TMPRSS2 et HAT mais très peu celui de TMPRSS4. 
L ’expression des autres TTSP est similaire aux Calu-3 et aux NCI-H292. Les cellules 
épithéliales alvéolaires A549 ont un patron d ’expression également semblable aux autres 
types cellulaires mais avec une différence significative : les cellules n ’expriment pas 
d ’ARNm pour TMPRSS2. L ’ARNm de HAT et TMPRSS4 sont toutefois présents. Les 
cellules A549 ne possèdent également aucun ARNm codant pour la matriptase. Finalement, 
l’extrait total de poumon humain contient de l ’ARNm codant pour les protéases associées à 
l’influenza (TMPRSS2-4 et HAT) et possède également l’ARNm codant pour la 
matriptase. Plusieurs des TTSP ne semblent exprimées par aucun des types cellulaires à 
l ’étude : la polyserase, TMPRSS1 1A, TMPRSS11B, TMPRSS12, HATL-4 et TMPRSS6. 
Toutefois, les expérimentations avec ces amorces, excepté TMPRSS6, ont été effectuées
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sans utilisation de contrôles positifs qui auraient permis de valider les résultats. Toutes les 
autres TTSP ont de l’ARNm dans un ou l’autre des types cellulaires présentés.
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Figure 10 : Expression des diverses TTSP en ARNm dans plusieurs types cellulaires et 
extrait total de poumon humain.
Les cellules épithéliales ont été testées pour déterminer l’expression en ARNm de toutes les 
TTSP connues chez l’humain. Un extrait total de poumon humain a également été utilisé 
comme référence. Les réactions ont été effectuées en absence (A) ou en présence (B) de 
plasmides contenant les séquences complètes des protéases agissant en tant que contrôles 
positifs.
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Afin de valider les observations obtenues avec i’ARNm cellulaire, des immuobuvardages 
de types Western ont été effectués sur les types cellulaires précédents ainsi que sur la lignée 
de cellules primaires de cellules épithéliales bronchiques humaines normales (NHBE). Des 
cellules Calu-3 en interface air-liquide ont également été utilisées. L ’utilisation des cellules 
Calu-3 en interface air-liquide représente un modèle plus fidèle de l’environnement des 
voies respiratoires (Zhu et al., 2010; Pezzulo et al., 2011; Harcourt et Haynes, 2013). Les 
cellules Calu-3 et NCI-H292 ont une expression forte de la matriptase tandis qu ’une 
expression plus faible est détectée dans les cellules primaires NHBE (Fig. 1 1). Les cellules 









Figure 11 : Expression de la matriptase en protéines dans plusieurs types cellulaires et la 
lignée primaire NHBE.
Des cellulaires épithéliales ont été testées pour déterminer l ’expression protéique de la 
matriptase à l ’aide d ’immunobuvardage de type western. De l ’extrait total cellulaire a été 
utilisé dans chaque cas. La quantité de protéines déposée sur le gel a été déterminée 
préalablement et était égale pour la totalité des types cellulaires utilisés, qui semblent 
exprimer différentiellement la protéine contrôle, actine.
4.1.2 Localisation cellulaire de la matriptase
Les cellules Calu-3 ont une expression relativement élevée de matriptase et sa localisation 
cellulaire est un aspect important pour le clivage du virus. Les cellules ont donc été 
observées à l’aide d ’immunofluorescence pour déterminer où se situe la matriptase dans la
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cellule. En utilisant les clichés d ’épifluorescence cellulaire (Fig. 12), la matriptase est 
observée à la membrane des cellules Calu-3 non perméabilisées.
DAPI M atrip tase  S u p er p o s it io n
Figure 12 : Expression de la matriptase dans les cellules Calu-3 en épifluorescence.
Des cellules Calu-3 submergées ont été marquées avec un anticorps primaire contre la 
matriptase et avec un anticorps secondaire fluorescent Alexa Fluor 488 (vert). Les noyaux 
ont été marqués avec le DAPI (bleu). Les cellules Calu-3 n ’ont pas été perméabilisées donc 
la fluorescence observée pour la matriptase se retrouve à la surface cellulaire.
4.1.3 Susceptibilité à l ’infection des lignées cellulaires épithéliales pulmonaires
Etant donné l’expression différentielle des TTSP dans les lignées cellulaires épithéliales 
pulmonaires (Fig. 10 et 11), des tests de susceptibilité à l ’infection par divers virus de 
l’influenza ont été effectués sur les lignées A549, Beas-2B, NCI-H292 et Calu-3 (Fig. 13). 
Trois virus différents ont été utilisés pour les infections : A/Califomia/7/2009-like (H IN I 
pandémique), A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) ainsi que A/Hong Kong/X-31 (H3N2). Les 
cellules épithéliales alvéolaires A549 ne permettent pas l ’infection par les trois différents 
virus et la charge virale passe sous les niveaux de détection à 48 et 72 heures (Fig. 13A). 
Egalement, les virus se répliquent peu dans les cellules Beas-2B, le seul virus qui s ’y 
réplique est X-31 qui passe le cap des 1000 pfu à 72 heures, ce qui est équivalent à la dose 
d ’infection initiale (Fig. 13B). Les deux autres virus n’ont pratiquement aucune réplication 
détectable dans ces cellules et sont sous les seuils de détection ou encore très faiblement 
présents. La situation est similaire pour les cellules NCI-H292, dans lesquelles les niveaux
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très faibles de virus détectés après 24 heures d ’infection n ’augmentent pas après 48 et 72 
heures (Fig. 13C). Par contre, les cellules épithéliales bronchiques Calu-3 permettent au 
virus de l’influenza de se répliquer de façon beaucoup plus élevée que les trois autres types 
cellulaires testés (Fig. 13D). Les virus se répliquent de façon plutôt équivalente dans ces 
cellules avec pour seule différence que l’infection par PR8 plafonne plus rapidement que 
X-31 et H1N1/2009. Les titres viraux augmentent environ d ’un facteur 10 pour chaque 
tranche de 24 heures suivant la première journée d ’infection. Les cellules Calu-3 permettent 
donc l’infection par les trois virus testés, contrairement aux autres types cellulaires, qui 
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Figure 13 : Cinétique d ’infection des virus PR8, X-31 et HIN1/2009 dans les cellules 
A549, Beas-2B, NCI-H292 et Calu-3.
Les différents types cellulaires ont été infectés avec une multiplicité d ’infection (MOI) de 
0,01 pour chacun des virus. Les infections ont été effectuées sans présence de trypsine dans 
le milieu incomplet propre à chaque type de cellule. Les titres viraux se retrouvant sous les 
seuils de détection sont représentés en lignes pointillées sur le graphique et le point affiché 
correspond au seuil de détection, les titres réels se retrouvent donc forcément sous la 
courbe.
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Les différences de susceptibilité à l’infection par les virus des cellules étant grandes (Fig. 
13), la quantité de virus s’étant lié aux cellules permet d ’éliminer certaines possibilités qui 
pourraient expliquer cet écart. Par exemple, les cellules pourraient ne pas exprimer les 
récepteurs couplés aux acides sialiques a2,6 et donc l’attachement du virus serait nul. Les 
surnageants d ’infections d ’une durée d ’une heure seulement représentent les virus qui ne se 
sont pas attachés aux cellules. Les tests démontrent q u ’une quantité de virus similaire est en 
mesure de s ’attacher aux cellules A549, NCI-H292 et Calu-3 (Fig. 14). Les virus 
s ’attachent moins aux cellules Beas-2B mais les pourcentages sont près de ceux des Calu-3. 
L ’attachement des virus aux cellules n ’est donc pas être la raison pour laquelle les Calu-3 
sont les seules cellules dans lesquelles les virus se répliquent efficacement.
H  C alifornia-like/09 ■ §  X31 ■  PR8
Figure 14 : Attachement des virus aux cellules lors de l’infection.
Les différents types cellulaires ont été infectés avec une multiplicité d ’infection (MOI) de 
0,01 pour chacun des virus. Les infections ont duré une heure, après laquelle les 
surnageants ont été récoltés puis titrés. Le pourcentage de virus non attachés est donc 
représenté par la quantité de virus restants en suspension dans le surnageant à la fin de la 
période d’infection.
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4.2 O bjectif 2 : Déterminer l’efficacité du clivage de séquences consensus 
d ’hém agglutinines virales et de la form e protéique com plète d ’hém agglutinine par 
différentes TTSP.
4.2.1 Clivage de séquences d ’hémagglutinine de plusieurs sous-types d ’influenza par la 
matriptase et autres TTSP
Les peptides correspondant aux séquences d ’activation de l’hémagglutinine ont été mis en 
contact avec différentes TTSP ainsi q u ’avec de la trypsine et de la furine pour mesurer 
l’efficacité du clivage. Plusieurs TTSP sont en mesure de cliver la séquence d ’activation de 
Phémagglutinine et certaines TTSP clivent plus efficacement les sites de clivages typiques 
des virus aviaires. Les essais ont été effectués à une concentration de substrat de 50 pM, 
qui n’est pas nécessairement saturante. Lorsque la matriptase a été exposée aux différents 
peptides (Fig. 15), ceux qui ont été clivés le plus rapidement à la concentration de peptide 
utilisée sont ceux possédant des séquences de type polybasiques comme les deux séquences 
provenant des virus HPAIV H5 et H7 typiques. La séquence RQRR est la séquence de 
clivage optimale de la matriptase (Beliveau et a i,  2009) et les séquences H5 
(RKKRGLFG) et H7 (RRRRGLFG) ont une efficacité de clivage similaire. Il y a 
également un clivage, plus faible des séquences H1 et H3 à la concentration de peptide 
utilisée. Le peptide H2 n ’est pas du tout clivé, probablement étant donné qu ’il possède un 
acide aminé à charge négative (acide glutamique). La trypsine, quant à elle clive de façon 
semblable tous les peptides testés. Pour les autres TTSP, deux phénomènes sont 
observables : les peptides H1 et H3 sont clivés de façon équivalente (excluant DESC1) et 
H2 est le peptide clivé le moins favorablement. L ’efficacité du clivage des autres TTSP est 
également différente pour les peptides H5 et H7. Le peptide H5 est invariablement clivé 
moins rapidement que le peptide H7 et les peptides PIPAIV sont clivés à une vitesse se 
rapprochant plus des vitesses de clivage des peptides H l ,  H2 et H3 aux concentrations de 
peptides utilisées. Finalement, la furine possède une affinité particulière pour les sites de 
clivage de type furine (H5 et H7) alors que les sites monobasiques H l, H2 et H3 ne sont 
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Figure 15 : Vitesse de clivage de séquences peptidiques correspondant aux positions P4 à 
P4’ de HA par différentes TTSP.
Les peptides fluorescents (Tableau 3) ont été exposés aux enzymes et la vitesse de clivage 
des peptides a été déterminée. La vitesse est exprimée en fluorescence produite par le 
clivage par minute par nanomole d ’enzyme utilisée. Les barres d’erreur représentent 
l’erreur standard de la moyenne (HAT, DESC1, Matriptase 2 et hepsine n = l;  furine n=2; 
matriptase et trypsine n=3)
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4.2.2 Clivage de Vhémagglutinine de l ’influenza in vitro par la matriptase
La matriptase est une des enzymes qui possèdent la capacité de cliver la séquence 
d ’activation de l’hémagglutinine de l’influenza. Pour vérifier si elle est en mesure de cliver 
la protéine complète, les virus HA0 ont été exposés à la matriptase. Malgré les résultats 
obtenus par les peptides à fluorescence, le clivage est limité aux virus de type Hl et n ’est 
pas efficace sur les virus H3 (Fig. 16). Le clivage de l’hémagglutinine du virus entier PR8 
HAo a été testé à deux concentrations différentes de matriptase. À la concentration de 200 
nM, la trypsine clive 100% de la forme complète de Phémagglutinine du virus. À la même 
concentration, la matriptase clive environ 30% de Phémagglutinine et lorsque la 
concentration d ’enzyme est augmentée à 500 nM, la forme HA| de la protéine représente 
près de 70% de la quantité totale d ’hémagglutinine. Pour ce qui est du virus X-31, la 
séquence de clivage de Phémagglutinine virale est identique à celle du peptide H3. Par 
contre, le clivage in vitro de Phémagglutinine du virus entier HAo était non existant aux 
concentrations testées de 200 nM et 500 nM. La trypsine clive tout de même 100% de 
Phémagglutinine du virus X-31 à une concentration de 200 nM.
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Figure 16 : Clivage de rhémagglutinine de virus entiers par la forme soluble de la 
matriptase et par la trypsine.
Les virus X -31 et PR8 HAo (2 pg) ont été exposés à la trypsine (200 nM) ou à la matriptase 
(200 nM ou 500 nM). Les réactions ont ensuite été déposées sur gel d ’acrylamide pour 
observer le clivage de HA. La protéine complète (HAo) ainsi q u ’une partie de la protéine 
clivée (HAO sont observables mais aucune bande correspondant à HAt n ’est visible sur le 
gel. L’intensité des différentes bandes a été analysée par densitométrie et rapportée en 
pourcentage de HA clivé sur les graphiques correspondants. Les barres d ’erreur 
représentent l’erreur standard de la moyenne.
Le clivage du HA par la matriptase est également augmenté en fonction du temps 
d ’exposition entre le virus et l’enzyme (Fig. 17). La trypsine clive complètement le virus en 
deux heures alors que le clivage de la matriptase à ce moment n ’est que de 20%. Par contre,
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le clivage par la matriptase augmente en fonction du temps pour plafonner après 16 heures 
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Figure 17 : Effet du temps sur le clivage de l’hémagglutinine du virus par la forme soluble 
de la matriptase.
Le virus PR8 HAo (2 pg) a été mis en contact avec 200 nM des enzymes durant 2 à 24 h (la 
trypsine a été en contact avec le virus durant 2 h).Les réactions ont par la suite été déposées 
sur un gel d ’acrylamide pour observer le clivage de l ’HA. Les bandes de 
l’immunobuvardage de type Western ont été analysées par densitométrie et traduites en 
pourcentage de HA clivé. Les barres d ’erreur représentent l’erreur standard de la moyenne.
Le virus de l’influenza se retrouve, lors de son entrée dans la cellule, dans des endosomes 
dont le pH est acide. Puisqu’il s’agit d ’un moment opportun pour le clivage de l ’HA viral, 
la capacité de clivage de la matriptase envers l’HA a été testée à plusieurs pH de 5 à 9 (Fig. 
18). Le pH optimal théorique de la matriptase se situe à environ 9 (Beliveau ei al., 2009). 
La capacité de clivage de la matriptase est peu affectée par le pH en autant que celui-ci se 
situe entre 6.0 et 9.0. À ces pH, le clivage de 0,5 pg de virus PR8 HAo en 30 minutes 
représente près de 40% du HA total avec 500 nM d ’enzyme. Le pH optimal est le pH 
physiologique de 7.4 tandis que ceux de 6.0, 8.0 et 9.0 semblent légèrement moins 
efficaces. Avec un pH un peu plus faible de 5.0, le pourcentage de virus clivé baisse à
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environ 25%. Par contre, il est à noter q u ’il existe un clivage efficace de HA par la 
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Figure 18 : Effet du pH sur le clivage de Phémagglutinine du virus par la forme soluble de 
la matriptase.
Le virus PR8 HA0 (0,5 pg) a été mis en contact avec 500 nM des enzymes durant 30 
minutes à pH de 5.0, 6.0, 7.4, 8.0 et 9.0. Les réactions ont par la suite été déposées sur un 
gel d ’acrylamide pour observer le clivage de l’HA. Les bandes de l’immunobuvardage de 
type Western ont été analysées par densitométrie et traduites en pourcentage de HA clivé. 
Les barres d ’erreur représentent l’erreur standard de la moyenne.
4.2.3 Activation de l ’hémagglutinine de l ’influenza in vitro par la matriptase
Le clivage de Phémagglutinine du virus de Pinfluenza par la matriptase est visible par 
immunobuvardage mais cette technique ne démontre pas la capacité de l’enzyme à activer 
HA puisque le clivage pourrait se faire à un endroit autre que le site d ’activation. 
L ’activation de HA par la matriptase a été vérifiée par Pinfection de cellules M D C K  avec 
les virus PR8 ainsi que X-31 et l’ajout de matriptase ou trypsine (Fig. 19A). L ’infection par 
le virus seul ne produit aucune plage de lyse étant donné qu’aucune protéase produite par 
les cellules MDCK ne peut cliver HA. Lorsque la trypsine est ajoutée aux cellules, les virus 
peuvent se répliquer et causent la mort cellulaire. L ’infection par les 30 pfu est donc visible
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complètement avec l’ajout de la trypsine traitée à la TPCK à 43 nM. Lorsque la matriptase 
est ajoutée sur les cellules à une concentration de 43 nM en remplacement à la trypsine, les 
plages de lyses sont également visibles seulement pour le virus PR8. Par contre, les plages 
ont une superficie plus restreinte que celles formées par la trypsine. La quantité de plages 
de lyses formées est également affectée par l’utilisation de la matriptase. Environ 60% des 
plages de lyses formées par la trypsine sont visibles avec l’utilisation de la matriptase à 
concentration égale de 43 nM. La matriptase est donc en mesure de cliver l’HA du virus 
PR8 (H1N1) et le clivage rend HA active et permet l’infection multicycle dans les cellules 
MDCK. Cette information est également confirmée par l ’infection de cellules M DCK en 
milieu liquide (Fig. 19B). Les cellules M DCK infectées avec le virus PR8 HAo en présence 
de trypsine et en présence de matriptase montrent un clivage de Phémagglutinine virale qui 
augmente avec la concentration de matriptase dans le milieu. L ’hémagglutinine du virus 
reste totalement en conformation HAo lorsqu’aucune enzyme n ’est utilisée. L ’augmentation 
de la concentration de matriptase augmente la quantité de virus dans le surnageant des 
cellules MDCK ce qui suggère une augmentation de la réplication multicycle du virus 
causée par l’addition de l’enzyme. Pour vérifier q u ’une augmentation de la concentration 
de matriptase permet l’augmentation de la réplication virale, les cellules M DCK ont été 
infectées avec le virus PR8 dans un milieu semi-liquide en faisant varier la concentration de 
matriptase. L ’augmentation de la concentration de matriptase dans le milieu augmente la 
quantité de plages de lyse visibles à la fois pour le virus PR8 HA0 (Fig.l9C gauche) et pour 
le virus PR8 standard (Fig. 19C droite). La matriptase parvient à activer une quantité de 
virus PR8 standard équivalente à la trypsine à une concentration d ’environ 172 nM, donc 
une concentration 4 fois plus élevée que la trypsine. Quant au virus PR8 HAo, celui-ci est 
plus difficilement activé par la matriptase qui n ’atteindra pas une efficacité semblable à la 
trypsine aux concentrations d ’enzyme testées. Par contre, le clivage de HA du virus HA0 se 
fait tout de même de façon dépendante de la concentration.
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Figure 19 : Le domaine catalytique de la matriptase est en mesure de promouvoir la 
réplication multicycle de PR8 de manière dépendante de la dose.
A) Les cellules MDCK ont été infectées avec 30 pfu par puit de virus PR8 ou X -3 1 pendant 
48 heures avec un ajout soit d ’aucune enzyme, de 43 nM de trypsine traitée à la TPCK ou
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43 nM de matriptase dans un milieu semi-liquide. Les plages de lyses ont par la suite été 
révélées à l’aide de cristal violet. B) Des cellules MDCK confluentes ont été infectées avec 
le virus PR8 HAo à une MOI de 0,1 dans un milieu liquide. Les surnageants ont été récoltés 
après 48 heures puis déposés sur un gel d ’acrylamide pour immunobovardage. Les bandes 
du gel de gauche ont été analysées par densitométrie et transposées en graphique à droite. 
C) Les cellules MDCK ont été exposées à 30 pfu par puits du virus PR8 HAo (graphique de 
gauche) ou du virus PR8 standard (graphique de droite). Les cellules M DCK ont par la 
suite été recouvertes de milieu semi-liquide contenant de la trypsine à 43 nM ou une 
concentration variable de matriptase. Les plages de lyse ont été révélées après 48 heures et 
comptées. Les barres d ’erreur représentent l’erreur standard de la moyenne.
4.2.4 Localisation de la matriptase et de l ’hémagglutinine dans les cellules Calu-3
La localisation de la matriptase est d ’une importance primordiale pour le clivage de 
Phémagglutinine virale puisque si le clivage de HA par la matriptase est possible, encore 
faut-il que les deux protéines se retrouvent à proximité l’un de l’autre lors de l’infection. En 
conséquent, nous avons utilisé la microscopie confocale pour localiser la matriptase dans 
les cellules en interface air-liquide (Fig. 20A). Les cellules Calu-3 semblent alors exprimer 
la matriptase aux membranes apicales ainsi que basolatérales tel que déterminé 
précédemment. Puisque les cellules ont cette fois été perméabilisées, la matriptase peut 
également être observée dans des compartiments intracellulaires qui ne peuvent être 
identifiés sur l’image de microscopie mais qui devraient entre autre représenter le Golgi 
ainsi que le réticulum endoplasmique, où la matripase est synthétisée. D ’autres 
compartiments où la matriptase pourrait potentiellement se retrouver sont les endosomes, 
ce qui serait particulièrement pertinent lors de l’infection d ’une cellule par le virus de 
l’influenza.
Afin de déterminer si la matriptase peut effectivement se retrouver dans les endosomes lors 
d ’une infection cellulaire, un triple marquage en imagerie confocale de cellules Calu-3 
infectées par le virus PR8 durant 24 heures a été effectué (Fig. 20B). La matriptase, en 
rouge, est encore une fois observable à la fois à la membrane cellulaire et dans des 
compartiments intracellulaires. Le marqueur d ’endosomes précoces (EEA-1), en vert, 
montre une grande quantité d ’endocytose dans les cellules infectées. Finalement, le 
marquage contre HA du virus PR8 démontre que les quatre cellules visibles sont infectées 
par le virus, à divers degrés. Les panneaux de droite montrent la colocalisation entre deux 
des protéines à la fois (Fig. 20C). La colocalisation entre les différentes protéines a été
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analysée et est visible sous forme de points blancs, à gauche et sous forme de nuage de 
points, à droite. La colocalisation entre la matriptase et les endosomes est forte, avec un 
pourcentage de colocalisation de 34,73%. Les points de colocalisation sont visibles près de 
la surface de toutes les cellules infectées, particulièrement celles situées en périphérie de 
l’amas cellulaire. La colocalisation entre la matriptase et l’hémagglutinine virale a 
également été vérifiée. La colocalisation entre les deux protéines semble plutôt forte sur la 
photographie des cellules mais elle est moins élevée en termes de pourcentage avec une 
colocalisation de 17,52%. Également, HA colocalise avec les endosomes précoces, ce qui 
crée de nombreux points de colocalisation mais avec un pourcentage de colocalisation plus 
faible de 11,31%. Finalement, une colocalisation entre les trois paramètres a été effectuée et 
est visible sur le panneau du bas à droite (Fig. 20B). La colocalisation des trois paramètres 
correspond donc aux endosomes précoces dans lesquels la matriptase ainsi que 
l ’hémagglutinine virale se retrouvent réunis. Un point important à retenir pour l’analyse de 
ces résultats est que les cellules ont été infectées durant 24 heures avant d ’être marquées. 
Une infection de 24 heures laisse amplement le temps au virus de se répliquer dans les 
cellules Calu-3. Les cellules visibles sur les images ont donc des virus entrants (tel que 
démontré par la présence de HA dans les endosomes) mais également des virus sortants, 
correspondants aux marquages de HA ne se situant pas dans les endosomes.
Une première conclusion pouvant être retirée est donc que la matriptase peut bel et bien se 
retrouver dans les endosomes avec les virus. Également, la matriptase se retrouve 
colocalisée avec les endosomes à un pourcentage élevé, ce qui indique que 
l ’hémagglutinine a de bonnes chances de se retrouver dans un endosome contenant de la 
matriptase lors de son internalisation dans la cellule hôte. Finalement, la colocalisation 
entre la matriptase et l ’hémagglutinine se fait à la surface cellulaire ou à sa proximité. La 
colocalisation à la surface des cellules pourrait indiquer une proximité des deux protéines 
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Figure 20 : Localisation de la matriptase à la surface cellulaire et dans les endosomes et 
colocalisation avec l’hémagglutinine virale.
A) Des cellules Calu-3 en interface air-liquide ont été incorporées dans de la paraffine puis 
coupées en sections de 5 pm pour être par la suite immunomarquées avec un anticorps 
contre la matriptase (AlexaFluor647; rouge) et les noyaux ont été marqués (DAPI; bleu). 
Les cellules ont été observées en microscopie confocale. B) Des cellules Calu-3 
submergées ont été cultivées sur des lamelles de verre. Les cellules ont été infectées durant 
24 heures par le virus PR8 à une MOI de 0,05. Les cellules ont par la suite été 
immunomarquées à l’aide d ’anticorps contre la matriptase (AlexaFluor647; rouge), les 
endosomes précoces (EEA-1 )(AlexaFluor488; vert), HA de PR8 (AlexaFluor594; bleu) et 
les noyaux (DAPI; gris). Un panneau montre chaque paramètre seul et un panneau (bas, 
gauche) montre la superposition des quatre paramètres. Un dernier panneau (bas, droite)
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montre les points de colocalisation entre trois paramètres (endosomes précoces, matriptase 
et HA). C) Le panneau en haut à gauche démontre la colocalisation entre la matriptase et le 
marqueur EEA-1, le panneau du milieu à gauche démontre la colocalisation entre la 
matriptase et HA, le panneau du bas à gauche montre la colocalisation entre le marqueur 
EEA-1 et HA. Les panneaux de droite montrent les analyses de colocalisation effectuées 
sous forme de fluorogrammes dans lesquels les axes représentent l ’intensité de fluorescence 
des pixels de chaque canal. L ’axe des y représente une protéine tandis que l ’axe des x 
représente l’autre (colocalisation ordonnée/abscisse). Les graphiques sont séparés en 
quadrants et le pourcentage affiché correspond aux points présents dans le quadrant 
démontrant la colocalisation.
4.3 O bjectif 3 : Démontrer l’implication de la m atriptase dans l ’activation  
protéolytique de l ’hémagglutinine du virus de l ’influenza et dans sa réplication  
multicycle.
4.3.1 Effet d ’un knockdown de la matriptase sur la réplication virale
Afin de valider la cible que pourrait être la matriptase, un petit ARN interférant (siRNA) 
ciblant l’ARNm de la matriptase a été utilisé pour réduire l’expression de la protéine dans 
les cellules Calu-3 qui ont été par la suite infectées (Fig. 21). La réduction de l’expression 
obtenue avec l’utilisation du siRNA transfecté durant 48 heures avec la vérification de 
l’expression par immunobuvardage de type Western montre une répression d ’expression 
d ’environ 80% de la protéine (Fig. 21 A). La réduction significative de la matriptase cause 
une réduction des titres viraux importante suite à une infection de 60 heures (Fig. 21B). Les 
titres viraux obtenus avec le siRNA matriptase démontrent une réduction significative de la 





















Figure 21 : Effet de la répression de la matriptase sur l’infection de Calu-3.
Les siRNA matriptase ou contrôle ont été transfectés dans les cellules Calu-3 pendant 48 
heures après lesquelles le pourcentage de répression de la matriptase a été vérifié par 
immunobuvardage. Les résultats ont été traduits en pourcentage à l ’aide de densitométrie et 
ajustés en fonction de l’actine (A). Les cellules ont par la suite été infectées à un MOI de 
0,0001 de PR8 pendant 60 heures avant de titrer les surnageants (B). Les barres d ’erreur 
représentent l’erreur standard de la moyenne, réalisée sur trois essais indépendants. Un test 
de Student a été effectué pour analyser les données. **, p < 0.01 ; ***, p < 0,001.
4.3.2 E ffet d ’inhibiteurs non spécifiques de protéases sur la réplication virale
Le potentiel antiviral d ’inhibiteurs de protéases non spécifiques a été testé sur les cellules 
Calu-3 infectées par le virus PR8 (Fig. 22). Les cellules Calu-3 ont été infectées pendant 48
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heures et l’utilisation d ’aprotinine et de pefabloc réduit considérablement la réplication 
virale. L ’aprotinine réduit l’infection d ’un facteur 5 à une concentration de 0,5 pM  et cette 
réduction augmente à un facteur 50 à la concentration de 6,25 pM. Le pefabloc réduit la 
réplication du virus d ’un facteur 10 à une concentration d ’environ 100 pM. Le pefabloc a 
également complètement éliminé la réplication virale à une concentration de 1 mM, ce qui 
pourrait cependant être dû à un effet cytotoxique du composé.
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Figure  22 : Réplication virale de PR8 en présence d ’aprotinin ou de pefabloc.
Les cellules Calu-3 ont été infectées pendant 48 heures avec le virus PR8 (MOI 0,01) et 
traitées avec une concentration déterminée d ’inhibiteur, de protéases. Les barres d ’erreur 
correspondent à l’erreur standard de la moyenne. L ’inhibition par l’aprotinine est 
représentative de deux expériences indépendantes et l ’inhibition par le pefabloc représente 
un seul essai.
4.3.3 Effet d ’inhibiteurs de la matriptase sur la réplication virale
L ’efficacité de l’inhibition sélective de la matriptase a été déterminée à l’aide de 
l’inhibiteur IN-1 et du composé #21 développé par le groupe de Steinmetzer et 
collaborateurs (Fig. 23) (Steinmetzer et al., 2009). Les effets de l’inhibition de l ’enzyme 
ont tout d ’abord été testés sur les cellules Calu-3 en utilisant le virus PR8 en présence de 
l’un ou l’autre des inhibiteurs. La valeur de LlC^o a été calculée pour les deux inhibiteurs et 
celles-ci diffèrent grandement. L ’ICsode l’inhibiteur IN-1 est de 5,64 pM (Fig. 23A) tandis 
que l’IQiodu composé Steinmetzer #21 est de 50,21 pM  (Fig. 23C). L ’inhibiteur IN-1 est 
donc 9 fois plus efficace pour réduire la réplication virale du virus PR8. Ces valeurs 
concordent avec la différence entre les constantes d ’inhibition ( K j )  des deux inhibiteurs
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pour la matriptase. L’inhibiteur Steinmetzer #21 a un Ki de 80 pM tandis que l’inhibiteur 
IN-1 a un Kj de 11 pM pour la matriptase (Steinmetzer et al., 2009; Colombo et al., 2012).
L’inhibiteur IN-1 a par la suite été testé sur le modèle cellulaire des Calu-3 avec le virus 
H1N1/2009 (Fig. 23B). Le IC50obtenu par l’inhibiteur avec le virus H 1N 1/2009 est de 6,80 
pM. De plus, les IC50 de IN-1 pour le virus PR8 ainsi que H1N1/2009 sont similaires, ce 
qui confirme l’efficacité équivalente de l’inhibiteur en modèle cellulaire pour les deux virus 
de sous-type H INI .  Puisque l’efficacité de l’inhibition entre les deux différents virus est 
équivalente, la cible de l’inhibiteur est nécessairement la même pour les deux virus.
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Figure  23 : Effet des inhibiteurs IN-l et Steinmetzer #21 sur la réplication virale.
Les inhibiteurs de la matriptase IN-1 ainsi que le composé Steinmetzer #21 ont été testés 
sur les cellules Calu-3 infectées à un MOI de 0,01 pendant 48 heures. L ’effet du composé 
IN-1 sur la réplication virale a été vérifié en utilisant les virus PR8 et H1N1/2009. La 
concentration inhibitrice médiane (ICSÜ) a été par la suite déterminée à l’aide du 
pourcentage de réplication par rapport au contrôle pour les virus PR 8 (A) ainsi que 
H1N1/2009 (B). Finalement, le composé Steinmetzer #21 a été testé avec le virus PR8 et 
son IC50 a été déterminé (C).
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Afin de s ’assurer que les résultats obtenus à l'aide de l ’inhibiteur IN-1 n ’étaient pas dûs à 
une mortalité cellulaire induite par le composé, un test de mortalité par dosage de lactate 
déshydrogénase (LDH) a été effectué (Fig. 24). Les cellules Calu-3 ont été exposées 
pendant 48 heures à l’inhibiteur ou au véhicule (DMSO). La mortalité des cellules exposée 
au véhicule ainsi qu ’à l’inhibiteur étaient toutes de moins de 10% et étaient similaires au 
groupe contrôle. Il a donc été déterminé que l’inhibiteur n’augmente pas la mortalité 
cellulaire par rapport au groupe contrôle et que les concentrations de DM SO dans lequel 
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Figure 24 : Effet de l’inhibiteur IN-l sur la mortalité cellulaire des Calu-3.
L ’inhibiteur IN-1 ou le véhicule (DMSO) a été dilué dans le surnageant cellulaire des Calu- 
3 aux concentrations montrées durant 48 heures pour vérifier l ’effet de l’inhibiteur seul sur 
la mortalité cellulaire. De l’eau distillée a été utilisée comme contrôle positif de la 
mortalité. Les concentrations de DMSO 0,02% et 0,1% représentent respectivement les 
concentrations de DMSO présentes avec l ’inhibiteur aux concentrations de 2,5 pM  et 50 
pM.
5 .  D i s c u s s i o n
Les cibles thérapeutiques actuelles du virus de l’influenza ont produit des traitements 
efficaces mais qui sont vulnérables aux mutations du virus. Le taux de mutation élevé du 
virus et l ’apparition de résistances aux traitements disponibles rendent la recherche de 
nouvelles cibles thérapeutiques souhaitables. Puisque le virus n ’encode aucune protéase 
mais requiert leur activité pour la maturation de l’hémagglutinine, les protéases de l’hôte 
peuvent être des cibles intéressantes. Réussir à cibler le clivage de l’hémagglutinine 
pourrait avoir comme conséquence potentielle de réduire la résistance aux traitements 
puisque les enzymes visées seront des enzymes humaines et non des protéines du virus. Des 
études ont d ’ailleurs montré que l’utilisation d ’inhibiteurs de protéases non spécifiques tels 
que l’aprotinine avait des effets bénéfiques dans le traitement de l’influenza chez la souris 
(Ovcharenko et Zhirnov, 1994) bien q u ’aucune enzyme impliquée n’était identifiée. Les 
connaissances actuelles sur ces enzymes restent limitées, mais les recherches progressent 
rapidement et permettent déjà d ’identifier certaines des TTSP comme étant importantes à la 
réplication du virus de l’influenza (Bottcher-Friebertshauser et al., 2012). La recherche 
portant sur les enzymes clivant l’hémagglutinine a donc profité de la découverte du groupe 
des TTSP au début des années 2000 (Hooper et a i ,  2001 ) et de l’attention subséquente que 
ce groupe a obtenue dans d ’autres champs de recherche tel que le cancer. Certaines 
protéases solubles ont également été mentionnées dans plusieurs articles (Kido et a i ,  2012) 
mais l’étendue de leur rôle est encore nébuleuse.
Il est difficile d ’identifier les protéases impliquées dans le clivage du virus particulièrement 
parce que le clivage peut être effectué dans plusieurs étapes du cycle viral. 
L ’hémagglutinine peut être clivée avant son arrivée à la membrane cellulaire, suite à sa 
synthèse tel que le fait la furine pour les virus HPAIV (Stieneke-Grober et al., 1992). 
L ’hémagglutinine peut également être clivée à la surface de la cellule, avant le 
bourgeonnement du virus par une protéase cellulaire ou soluble. Une fois la relâche du 
virus effectuée, l ’hémagglutinine peut être clivée par les protéases solubles du milieu. Ces 
mêmes protéases solubles ainsi que des protéases membranaires peuvent être impliquées 
dans le clivage une fois le virus attaché à une cellule hôte. L ’hémagglutinine rencontre
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donc de multiples enzymes cellulaires et extracellulaires à partir du moment de sa synthèse 
jusqu’au moment d ’effectuer son activité biologique.
Un aspect fondamental de la recherche sur les enzymes de clivage de l’HA de l’influenza 
est tout d ’abord de s’assurer que les enzymes d ’intérêt se retrouvent bien dans les poumons 
humains. Les premières expériences entreprises dans ce projet ont donc été dans ce sens 
pour éviter de s ’attarder à une protéase qui ne serait pas présente dans l’organe cible et pour 
restreindre la liste des enzymes d ’intérêt. Les différentes lignées cellulaires (Calu-3, NCI- 
H292, A549 et Beas-2B) ne reproduisent pas exactement l’expression des TTSP retrouvées 
dans l’extrait total de poumon (Fig. 1 1). Les lignées cellulaires proviennent en majorité de 
carcinomes et donc peuvent surexprimer certaines TTSP (Bugge et al., 2009). Néanmoins, 
les cellules Calu-3 sont un excellent modèle de propagation de l’influenza et sont 
permissives à l’infection des virus sans utilisation de protéase exogène telle que la trypsine, 
ce qui n ’est pas le cas pour les autres lignées cellulaires (Fig. 13). Cette information laisse 
supposer que les cellules Calu-3 possèdent une protéase qui n’est pas présente chez, les 
autres lignées cellulaires. Pour ce qui est des protéases déjà ciblées dans la littérature, telles 
que TMPRSS2 (Bertram et al., 2010), elles sont présentes dans d ’autres types cellulaires 
(BEAS-2B et NCI-H292). Puisque la matriptase est exprimée dans plusieurs types 
cellulaires mais que ceux-ci ne soutiennent pas une infection par le virus, il est évident que 
l’expression de protéases clivant HA n ’est pas le seul critère pour que des cellules puissent 
soutenir une infection par le virus.
L’expression des récepteurs de l’hémagglutinine est également un des critères importants 
pour le succès de l’infection (Kamps et a i ,  2006). C ’est la raison pour laquelle l’adhérence 
des virus a été vérifiée pour les quatre types cellulaires (Fig. 14). Nos résultats démontrent 
que l’adhérence des virus est similaire dans les types cellulaires testés, bien que le virus ne 
se réplique pas de façon aussi efficace dans les autres types cellulaires que dans les Calu-3 
en l’absence de trypsine. Les résultats montrent que d ’autres facteurs influencent la 
réplication virale du virus dans les cellules testées.
Les facteurs qui expliquent la différence d ’efficacité de réplication du virus dans les 
différents types cellulaires peuvent être divers. Le fait que certaines cellules ne soient 
propices à l’infection q u ’en présence de la trypsine laisse croire que le problème est causé
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par l’expression des protéases dans ces types cellulaires. En effet, une expression 
insuffisante de protéases pouvant cliver HA peut empêcher le virus d ’être clivé et d ’entrer 
dans la cellule. Le même effet peut être atteint si l’activation des protéases est réduite dans 
certains types cellulaires par rapport aux cellules Calu-3 puisque, par exemple, l’activation 
de la matriptase est augmentée en cas d ’inflammation (Chen et al., 2011). Une autre 
possibilité serait une localisation de l’expression des protéases ailleurs qu ’à la surface 
cellulaire ou dans les organelles dans lesquelles l’hémagglutinine transite avant d ’être 
exprimée à la surface cellulaire. Une combinaison de ces deux facteurs pourrait rendre les 
cellules moins susceptibles au virus. De plus, les quantités de virus utilisées pour effectuer 
les tests d ’infections cellulaires étaient d ’une multiplicité d ’infection de 0,01 ce qui veut 
dire un ratio initial de 1 virus pour 100 cellules. Bien que ce ratio soit tout à fait suffisant 
pour soutenir une infection dans les cellules Calu-3, il est plausible q u ’une augmentation de 
la charge virale initiale puisse permettre à d ’autres types cellulaires de répliquer le virus 
plus efficacement. Cependant, les cellules peuvent réagir différemment à l ’infection car, 
bien que les Calu-3 répliquent le virus et multiplient les titres viraux de dix fois par jour 
sans causer de perte de confluence du tapis cellulaire, les cellules MDCK infectées ont une 
tolérance au virus moindre et perdent leur adhérence une fois infectées. Plusieurs facteurs 
pourraient donc expliquer pourquoi les cellules Calu-3 représentent un modèle d ’infection 
par l’influenza plus efficace que les autres types cellulaires à l’essai.
Bien que l’expression des TTSP varie grandement dans les lignées cellulaires transformées, 
il n ’en reste pas moins que toutes les protéases humaines pertinentes au clivage de HA, 
incluant la matriptase se retrouvent exprimées dans l ’extrait total de poumon. De plus, la 
matriptase est également exprimée dans la lignée cellulaire primaire NHBE. La matriptase 
se retrouve donc à la surface des cellules épithéliales pulmonaires humaines, (Fig. 12) où se 
retrouvent également les protéases TMPRSS2, TM PRSS4 et HAT (Bottcher et al., 2006; 
Bottcher-Friebertshauser et a i ,  2010). Cette localisation à la surface cellulaire de la 
matriptase pourrait lui permettre de cliver les virus entrants ainsi que les virus sortants de la 
cellule infectée. La matriptase est ainsi exprimée dans les cellules Calu-3 et sa localisation 
est adéquate pour permettre le clivage de HA viral.
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Les cellules Calu-3 représentent un modèle d ’infection par l’influenza très reconnu et il est 
utilisé à de multiples reprises dans la littérature pour l ’étude de l’influenza. C ’est 
notamment dans ces cellules qu ’un siRNA ciblant TMPRSS2 a réduit de façon 
considérable l’infection par l’influenza (Zeng et al., 2007; Bottcher-Friebertshauser et al., 
2011; Pearce et al., 2012). Bien que l ’implication de TMPRSS2 ainsi que TM PRSS4 et 
HAT dans le clivage de HA ait été démontré dans des cellules surexprimant une seule 
protéase à la fois, l’expérience utilisant le siRNA contre TM PRSS2 est la seule ayant 
permis de déterminer que TMPRSS2 jouait un rôle important dans l’infection par 
l’influenza (Bottcher et al., 2006; Bottcher et al., 2009; Bertram et al., 2010; Bertram et a i, 
2010; Bottcher-Friebertshauser et al., 2010). L ’expérience a également démontré q u ’il y 
avait encore une réplication du virus après que l ’expression de TMPRSS2 soit inhibée, bien 
que faible. De plus, il y a une expression de toutes les enzymes possiblement impliquées 
dans le clivage de HA dans les Calu-3 (Fig. 10). Tous ces résultats semblent indiquer que 
TMPRSS2 n’est pas la seule enzyme impliquée dans le clivage de HA. 11 apparaît 
également que les cellules Calu-3 soient un modèle très proche de la réalité pulmonaire, vu 
leur expression de toutes les protéases d ’intérêt pour l’influenza. Pour toutes ces raisons, les 
Calu-3 ont servi de modèle cellulaire principal dans l’étude de l’implication de la 
matriptase dans la réplication virale.
Les expérimentations avec les peptides fluorescents ont été utiles pour déterminer 
l’efficacité du clivage de plusieurs TTSP pour les séquences consensus de HA (Fig. 15). La 
matriptase possède une efficacité de clivage pour les séquences multibasiques des virus 
HPAIV H5 ainsi que H7 aussi élevée que pour la séquence clivée la plus efficacement par 
l’enzyme (RQRR). Il a récemment été démontré que la matriptase ainsi que TMPRSS2 et la 
HAT étaient en mesure d ’activer les virus de sous-type H9 qui possèdent une séquence de 
clivage multibasique non reconnue par la furine (Baron et al., 2013). Il s ’agit donc d ’un 
deuxième indice de l’implication des TTSP dans le clivage de HA des virus HPAIV 
puisqu’il a précédemment été démontré que MSPL/TMPRSS13 est en mesure de cliver ces 
séquences (Okumura et al., 2010). Bien que nos tests se soient limités aux peptides de 
façon in vitro et qu’aucun essai sur les protéines complètes n ’a été effectué, la matriptase a 
clivé efficacement les séquences H5 et H7. La matriptase semble être la TTSP qui avait la 
meilleure affinité pour les séquences HPAIV, avec des résultats globaux similaires à la
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furine, même s ’il n ’y avait aucune forme soluble de TMPRSS2 et TMPRSS4 disponibles 
pour vérifier cela. Cette hypothèse ainsi que la littérature récente offre donc de nouvelles 
perspectives dans l’étude des virus HPAIV et pourraient élargir le spectre de protéases 
utilisées dans le clivage de ces virus au-delà de la furine.
La matriptase est la plus récente des TTSP qui a été identifiée comme étant capable de 
cliver l’hémagglutinine virale (Hamilton et al., 2012; Baron et a i ,  2013; Beaulieu et a i,  
2013). Selon ces publications récentes, la matriptase clive in vitro l’hémagglutinine des 
virus A/H INI saisonniers et pandémique de 2009 à divers degrés d ’efficacité. Aucun 
clivage n’a toutefois été détecté pour le virus H2N2 et pour les virus H3N2 testés. La 
matriptase a également démontré la capacité de cliver ces hémagglutinines pour les rendre 
actives dans un modèle cellulaire. Différents peptides représentant les séquences de clivage 
des virus H l,  H2 et H3 ont été clivés avec la matriptase et la vitesse de clivage a été 
déterminée. Les peptides Hl ainsi que H3 étaient clivés efficacement, tandis que le peptide 
H2 n ’était pas clivé de façon efficace par l’enzyme, ce qui confirme nos résultats (Fig. 15). 
Il a finalement été démontré que la matriptase possède la capacité d ’activer certaines 
protéases solubles comme la plasminogène, la prourokinase et la prekalikrein, ce qui 
pourrait également amplifier l ’effet de clivage du virus par la matriptase (Hamilton et al., 
2 0 1 2 ).
Les résultats utilisant les peptides fluorescents ayant des séquences monobasiques (H l, H2, 
H3) ont également été intéressants malgré le fait que la matriptase clive plus efficacement 
les peptides HPAIV (Fig. 15). La matriptase préfère donc les séquences multibasiques mais 
clive également les peptides Hl et H3. Le peptide H2 n’est pas du tout reconnu par 
l’enzyme ce qui est probablement causé par la présence de l’acide glutamique en position 
P3 (Beliveau et a i ,  2009). Ces résultats ont été en partie validés par les tests de clivage du 
virus in vitro (Fig. 16). L ’enzyme a été en mesure de cliver de manière dépendante de la 
dose le HA de PR8 mais pas celui de X-31. Il est intéressant de constater que le peptide H3 
a été autant clivé que le peptide H l ,  mais que le HA de X-31 n ’est pas clivé par l’enzyme, 
ce qui vient supporter des résultats obtenus précédemment (Hamilton et a i,  2012). Ces 
résultats ont montré un clivage de peptides copiant les séquences H3 qui n ’a pu être 
répliqué avec les HA complets de virus. La matriptase n ’est donc pas en mesure de cliver
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HA des virus H3 mais le problème ne serait pas au niveau de la reconnaissance du site de 
clivage. Cette situation pourrait possiblement être causée par une structure tertiaire de la 
protéine différente qui empêcherait l’enzyme de cliver HA. Egalement, la présence de sites 
de glycosylation près de la séquence de clivage dans l ’hémagglutinine pourrait affecter le 
clivage (Chen et al., 1998; Stevens et al., 2004). Les enzymes utilisées dans ces tests sont 
des enzymes tronquées et ne comprennent donc que le domaine catalytique de l’enzyme ce 
qui pourrait leur donner un léger avantage par rapport à la version membranaire de 
l’enzyme qui possède une structure plus lourde. Jusqu’à présent, il n ’y a aucune mention 
dans la littérature d ’une étude utilisant la version membranaire de la matriptase pour cliver 
H3 en utilisant une méthode de surexpression par exemple. L’activation de virus H3 par la 
matriptase semble donc impossible pour des raisons encore spéculatives.
La matriptase est aussi en mesure de cliver HA des nouvelles souches H INI dérivées du 
virus pandémique de 2009 (Hamilton et al., 2012). Cependant, lors de nos expériences, les 
essais de clivage in vitro qui ont été effectués n ’ont pas permis de répliquer ce résultat (non 
montré). Par contre, les séquences de clivage des deux virus étant identiques, il est probable 
que la matriptase puisse effectivement cliver HA du virus pandémique.
Au niveau du clivage des virus humains, l’enzyme TMPRSS2 possède un spectre de 
clivage plus grand puisqu’elle est en mesure de cliver les virus H l, H2 ainsi que H3 
(Bertram et al., 2010). Bien que la matriptase ne puisse cliver que les virus humains H l,  
ceux-ci représentent la majorité des virus de l ’influenza saisonnière présentement en 
circulation (Pechirracr al., 2012).
Lors de la réplication du virus, le pH de l’endosome est un élément important pour l’entrée 
du virus. L ’acidification de l’endosome permet à l’hémagglutinine virale clivée de changer 
de conformation et de fusionner la membrane endosomale avec celle du virus (Bullough et 
al., 1994; Taubenberger, 1998; Steinhauer, 1999; Skehel et Wiley, 2000; Di Trani et al., 
2007; Harrison, 2008). La plupart des virus de l’influenza ont besoin d ’un pH se situant 
entre 5 et 5,5 pour permettre à l’hémagglutinine d ’initier la fusion des membranes 
(Scholtissek, 1985). C ’est pour cette raison que des molécules qui affectent le pH des 
endosomes telles que la chloroquine (une base faible qui neutralise le pH endosomal) sont 
efficaces contre le virus de l’influenza (Ooi et al., 2006). Une enzyme clivant l ’HA virale
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est donc nécessairement plus efficace si elle est capable d ’agir à la fois au pH 
physiologique à la membrane cellulaire et au pH acide des endosomes. Nos résultats 
montrent que la matriptase est efficace pour le clivage de HA à un spectre de pH plutôt 
large d ’environ 5 à 9 (Fig. 18) bien que le pH optimal théorique de l ’enzyme soit d ’environ 
9 (Beliveau et al., 2009). Ces résultats illustrent bien le potentiel de la matriptase pour 
cliver les homotrimères de HA de façon efficace une fois le virus endocyté, ce qui pourrait 
permettre aux HA qui n ’ont pas encore été clivées de devenir actives. Puisque la matriptase 
se retrouve à la surface de la cellule, il existe une forte probabilité que l’enzyme soit en 
contact avec HA lors de sa liaison aux acides sialiques ainsi que dans l’endosome. 
L ’activité constante de l ’enzyme à une fenêtre de pH large permet donc aux HA d ’être en 
contact avec une enzyme active sur une plus longue période de temps. Cependant, la 
localisation du clivage de HA ne se limite pas à l’entrée du virus car une partie des virus 
entrants possèdent une HA active. Par exemple, les virus HPAIV ont leurs HA clivées lors 
du transit de la protéine dans le Golgi où elle se retrouve en contact avec la furine 
(Stieneke-Grober et al., 1992). Par contre, la localisation du clivage pour les virus humains 
est encore difficile à déterminer. Les protéases solubles comme la tryptase Clara clivent 
obligatoirement les virus dans le milieu extracellulaire. Pour ce qui est de TMPRSS2, une 
seule étude montre que l ’enzyme ne serait en mesure de cliver que les HA nouvellement 
synthétisées lorsque celles-ci sont intracellulaires (Bottcher et al., 2006), ce qui contraste 
avec une étude précédente démontrant une colocalisation de TMPRSS2 avec les acides 
sialiques a2,6 (Bertram et al., 2010). De plus, les formes solubles de TM PRSS2 et de la 
HAT ne seraient pas en mesure de cliver HA dans le milieu extracellulaire. La localisation 
exacte du clivage de l’hémagglutinine virale reste donc un volet relativement inexploré de 
l’étude du virus. Il reste encore à déterminer la quantité d ’hémagglutinine clivée lors des 
trois phases (production du virus, libération du virus dans le milieu extracellulaire, 
attachement à la cellule hôte).
Nonobstant l’incertitude par rapport au lieu de clivage de l’hémagglutinine virale, il a été 
déterminé que la forme soluble de la matriptase était en mesure d ’activer l ’hémagglutinine 
virale (Fig. 19). Bien que le clivage de l’hémagglutinine démontré en immunobuvardage 
fournit une bonne indication de la capacité de clivage de la matriptase, ce clivage pourrait 
être non-productif et ne pas activer l’hémagglutinine comme c ’est le cas pour l ’hepsine
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(Bertram et a i ,  2010). La matriptase soluble est en mesure d ’activer le virus PR8 mais pas 
le virus X-31, ce qui correspond aux résultats obtenus avec les peptides, de même qu ’à la 
littérature (Hamilton et a i ,  2012). Les virus du sous-type H1N1 peuvent donc être activés 
par la matriptase mais celle-ci ne peut activer les virus du sous-type H3N2. Tel que discuté 
précédemment, le clivage de la séquence d ’activation de l ’hémagglutinine H3 par la 
matriptase peut être effectué in vitro mais ne peut être répliqué en présence de la protéine 
HA complète. Également, lorsque les cellules M DCK sont infectées en utilisant un milieu 
liquide standard, la matriptase permet l’activation du virus et sa réplication multicycle, tel 
que démontré par les immunobuvardages effectués (Fig. 19). L ’utilisation de la forme 
soluble de la matriptase suffit à elle seule à permettre l ’infection cellulaire multicycle par 
l’influenza dans des cellules dépourvues de protéases permettant l ’activation du virus. De 
plus, l’utilisation d ’un virus HA0 augmente la difficulté de clivage de l’hémagglutinine par 
rapport à une souche de virus partiellement active et requiert une concentration de 
matriptase plus élevée pour permettre la détection de plages de lyses. La matriptase est 
toutefois moins efficace que la trypsine à concentrations égales, mais puisque la trypsine ne 
se retrouve pas dans les poumons humains, il est difficile de faire une comparaison directe 
avec cette enzyme.
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Figure 25 : Représentation schématique des localisations possible du clivage de 
l’hémagglutinine par la matriptase.
Selon les résultats obtenus, la matriptase pourrait être en mesure de cliver HA sous forme 
soluble dans le milieu extracellulaire ( l) ,  sous sa forme membranaire à la surface cellulaire 
(2 et 4) ainsi que dans l’endosome à pH acide (3) (Adaptée de Beaulieu et al., 2013).
La forme soluble de la matriptase est en mesure de cliver l ’hémagglutinine de virus Hl et 
puisque la matriptase se retrouve également à la surface cellulaire (Nimishakavi et al., 
2012), elle pourrait être en mesure d ’effectuer un clivage de HA à cet endroit. La 
matriptase soluble a également été détectée dans des lavages nasaux humains, ce qui 
pourrait mener à une activation du virus dès son entrée dans le corps humain (Hamilton et 
a i,  2012). L ’imagerie confocale de cellules Calu-3 en interface air-liquide (Fig. 20) montre 
à la fois une expression membranaire et intracellulaire de la matriptase. Puisque la 
matriptase demeure efficace pour le clivage de HA à pH faible équivalent à un pH 
endosomal, il est probable que la matriptase puisse agir comme protéase de dernière ligne 
dans l’activation de HA. Une triple colocalisation entre la matriptase, l’hémagglutinine
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virale Hl et les endosomes précoces démontre effectivement que la matriptase se retrouve 
en présence de l’hémagglutinine dans les endosomes. Les endosomes sont les derniers 
compartiments dans lesquels l’hémagglutinine peut être clivée et permettre l’infection de la 
cellule hôte. L’HA du virus peut donc se retrouver en contact avec la matriptase à tout 
moment à partir de l’étape où HA se retrouve à la membrane cellulaire pour la libération du 
virus (Wang et a i,  2009) ce qui pourrait permettre l’activation de l’HA virale (Fig. 25).
La capacité de clivage de la matriptase et sa localisation privilégiée pour le clivage de HA 
sont donc des éléments qui ont été analysés jusqu’à présent. Par contre, le fait que la 
matriptase puisse cliver HA et que sa localisation offre un positionnement optimal pour le 
clivage de l’hémagglutinine du virus n ’est pas un gage que la matriptase joue un rôle 
important dans l’infection par l ’influenza. L ’utilisation d ’un siRNA contre la matriptase est 
l’élément qui a permis de valider l’enzyme comme cible potentielle dans l ’infection des 
cellules par un virus H1N1 (Fig. 21). La littérature récente mentionne la capacité de la 
matriptase de cliver l’hémagglutinine virale (Hamilton et al., 2012; Baron et al., 2013; 
Beaulieu et al., 2013). Bien que la capacité de clivage soit démontrée pour les virus H l ,  les 
expérimentations se limitent à l’utilisation de techniques in vitro et l’activation de 
l’hémagglutinine virale est démontrée dans un modèle d ’infection de cellules en présence 
de matriptase. Ces publications démontrent clairement la capacité de clivage de la 
matriptase, mais elles offrent peu de renseignements par rapport au rôle joué par l’enzyme 
lors d ’une infection. En effet, il est connu que TMPRSS2 joue un rôle majeur dans 
l’infection par les virus (Bottcher-Friebertshauser et al., 2011). La suppression de la 
capacité catalytique de TMPRSS2 permet la réduction significative des titres viraux de 
virus H1N1 ainsi que H3N2 mais pas H7N1 dans des cellules Calu-3. Les auteurs ont donc 
vu en TMPRSS2 l’enzyme de clivage principale pour les sous-types Hl ainsi que H3 
attribuant l’infection résiduelle à des protéases secondaires et à une quantité minime de 
TMPRSS2 toujours active. Nos résultats obtenus en utilisant les inhibiteurs sélectifs de la 
matriptase ne peuvent complètement écarter la possibilité d ’une inhibition de TMPRSS2 
(Colombo et a i,  2012) puisqu’il est difficile de déterminer à quel point la réduction de la 
charge virale pourrait être reliés à une inhibition de TMPRSS2. Par contre, l ’utilisation de 
siRNA contre la matriptase dans les cellules Calu-3 consiste en une méthode presque 
identique à celle utilisée précédemment pour TMPRSS2. Nos résultats démontrent une
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réduction des titres viraux de 1,5 log pour le virus PR8, ce qui est légèrement moins élevé 
que les réductions de 2 à 3 logs observées pour les virus H1N1 dans le cas de TMPRSS2. 
Néanmoins, les résultats suggèrent que le clivage de l’hémagglutinine virale n ’est pas 
l’affaire d ’une seule protéase et que la matriptase possède un rôle important à jouer dans le 
clivage de HA des virus H I N I . De plus, les tests de clivage in vitro de plusieurs souches de 
virus H1N1 démontrent que la matriptase possède un potentiel de clivage variable en 
fonction de la souche (Hamilton et al., 2012). Egalement, la suractivation de la matriptase 
pendant l’inflammation (Chen et a i ,  201 1) pourrait se traduire en une participation accrue 
de la matriptase lors de l’infection dans des modèles in vivo.
L ’utilisation d ’inhibiteurs de protéases chez la souris a permis de déterminer que le clivage 
de l ’hémagglutinine offrait une cible thérapeutique potentiellement intéressante (Zhirnov, 
1987; Zhirnov et al., 1996; Bahgat et a i,  2011). Les résultats obtenus lors de nos 
expériences sur les cellules Calu-3 vont dans le même sens (Fig. 22). Les cellules Calu-3 
exposées au virus puis traitées à l ’aide d ’inhibiteurs de protéases non sélectifs produisent 
une quantité de virus moindre en proportion de la concentration de l’inhibiteur utilisé. Les 
inhibiteurs de protéases non-sélectifs peuvent donc réduire assez fortement la réplication 
virale. Par contre, l’utilisation d ’inhibiteurs non-sélectifs est efficace chez des modèles 
cellulaires et peut l’être chez la souris mais leur utilisation est problématique chez l ’humain 
car elle ouvre la porte à une quantité élevée d ’effets secondaires indésirables comme par 
exemple des problèmes de coagulation (Bahgat et al., 2011). L ’inhibition de plusieurs 
protéases n ’ayant aucun lien avec l ’influenza n ’est donc pas une approche thérapeutique 
désirable bien que cette approche ait une efficacité in vitro. Pour cette raison, des 
inhibiteurs sélectifs de la matriptase ont été conçus et testés dans des modèles d ’influenza.
L ’inhibiteur IN-1 est un inhibiteur sélectif de la matriptase de type slow tight-binding, 
c ’est-à-dire réversible sur une longue période de temps (Colombo et a i,  2012). Il s’agit 
d ’un inhibiteur peptidomimétique basé sur la séquence de reconnaissance autocatalytique 
de la matriptase pour les résidus P4 à PI (RQAR). L ’inhibiteur possède un groupement 
cétobenzothiazole qui agit en tant que piège à sérine. Ce groupement forme une liaison 
covalente et réversible avec le domaine catalytique de l ’enzyme. Le groupement piège à 
sérine a d ’ailleurs été utilisé pour développer deux inhibiteurs de protéases pour le
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traitement du virus de l’hépatite C (Venkatraman et a i ,  2006; Kwong et al., 2011). 
L ’inhibiteur possède une sélectivité élevée par rapport aux autres TTSP testées : matriptase- 
2, hepsine ainsi que HAT (Colombo et a i,  2012).
L’utilisation des inhibiteurs sélectifs de la matriptase, sur le modèle d ’infection cellulaire 
des Calu-3 a permis de réduire de façon considérable l ’infection par les virus PR8 ainsi que 
H1N1 (Fig. 23). Ces inhibiteurs pourraient représenter une stratégie intéressante permettant 
de limiter les effets secondaires indésirables des inhibiteurs de protéases. L ’inhibiteur IN-1 
s ’est avéré très efficace avec une ICso d ’environ 6 pM  pour les deux virus étudiés. 
L ’inhibiteur est également non toxique pour les cellules aux concentrations testées (Fig. 
24). Le composé #21 du groupe Steinmetzer (Steinmetzer et a i ,  2009) est également 
efficace mais possède un IC50 dix fois plus élevé que IN-1, ce qui concorde avec le Ki de 
l’inhibiteur, qui est dix fois plus élevé que celui de IN-1. C ’est la première fois que des 
inhibiteurs de TTSP sont testés dans un modèle cellulaire d ’influenza. Une étude 
précédente avait utilisé des inhibiteurs de protéases dans des modèles de surexpression de 
TMPRSS2 ainsi que HAT pour tenter de déterminer la localisation du clivage par ces 
enzymes (Bottcher-Friebertshauser et a i,  2010). Nos résultats sont donc les premiers à 
démontrer le potentiel des inhibiteurs de TTSP, particulièrement de la matriptase, dans le 
traitement de l’influenza.
Le potentiel des inhibiteurs de TTSP dans des modèles in vivo serait donc une avenue qui 
mérite d ’être testée plus en profondeur étant donné que les preuves de la participation 
active des TTSP à l’infection par l’influenza dans les modèles cellulaires sont de plus en 
plus solides.
6 . C o n c l u s i o n s
Nos résultats ont démontré l’expression de la matriptase dans des cellules épithéliales 
bronchiques à la fois à la surface cellulaire et dans les endosomes. La matriptase se retrouve 
également exprimée dans les voies respiratoires humaines. La matriptase est en mesure 
d ’activer de façon protéolytique les trimères d ’hémagglutinine virale des virus de 
l’influenza H INI mais pas l’hémagglutinine de virus H3N2. Le clivage par la matriptase 
peut s ’effectuer à plusieurs étapes du cycle viral, notamment dans le milieu extracellulaire 
et lors de l’endocytose du virus par la cellule hôte. De plus, le rôle que la matriptase joue 
dans la réplication est important puisque l’inhibition et la réduction d ’expression de 
l’enzyme mènent à des réductions significatives des titres viraux dans des essais cellulaires 
représentant l’épithélium bronchique. Cette étude vient donc ajouter aux connaissances sur 
l’activation de l ’hémagglutinine virale des sous-types d ’influenza circulant chez l’homme. 
La matriptase rejoint donc TMPRSS2 à titre d ’enzyme importante à la réplication virale des 
virus du sous-type H IN I. Également, la matriptase clive efficacement les sites de clivage 
des virus hautement pathogéniques aviaires et pourrait donc avoir un rôle à jouer dans 
l’infection des virus de sous-types H5 et H7 en compagnie de la furine. L ’étude supporte la 
recherche plus approfondie concernant les inhibiteurs de protéases, plus spécifiquement de 
TTSP, dans un contexte de traitement potentiel contre l’influenza. Finalement, nos travaux 
ouvrent des avenues de recherche sur le rôle de la matriptase dans la maturation d ’autres 
protéines de fusion virales comme celles du coronavirus SARS.
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